





Université de Sherbrooke 
 
 










Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la 







Sherbrooke, Québec, Canada 
29 Janvier 2021 
Membres du jury d’évaluation 
Louis Gendron PhD Programme de pharmacologie ; Directeur de recherche 
Mannix Auger-Messier PhD Programme de pharmacologie ; Évaluateur interne  














Méthode d’identification de partenaires protéiques des récepteurs opioïdes mu et delta 
 
 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de 
l’obtention du diplôme de maître ès sciences (M.Sc.) en pharmacologie, Faculté de 




Mots clés : douleur, opioïde, APEX2, partenaires intracellulaires, CNIH4 
 
 
Les opioïdes forment la classe d’analgésiques la plus utilisée en clinique à l’heure actuelle 
pour traiter les douleurs modérées à sévères. En dépit de leur bon profil analgésique, 
l’utilisation d’opioïdes entraine un certain nombre d’effets délétères tels que la 
constipation, la tolérance et la dépression respiratoire. Des trois types de récepteurs aux 
opioïdes (mu, delta, kappa), le récepteur mu est de loin celui le plus ciblé par les 
médicaments antidouleurs formant, à l’heure actuelle, la pharmacopée clinique. Bien qu’ils 
soient très utilisés en clinique, les opioïdes activent plusieurs voies de signalisation encore 
mal comprises à ce jour. 
Pour bien comprendre la signalisation d’un récepteur, il est primordial de pouvoir définir 
3 paramètres biologiques importants, soit le « quoi », le « où » et le « quand ». Définir ces 
trois paramètres permet une résolution moléculaire des différents partenaires d’interaction 
impliqués dans un processus biologique. Les techniques d’identification de partenaires 
protéiques échouent bien souvent à définir simultanément la résolution spatiale et 
temporelle des interactions identifiées. Parmi les différentes techniques permettant de 
pallier ces lacunes, la technique d’identification par biotinylation de proximité gagne en 
popularité. Nous avons donc utilisé la technologie APEX2, jumelée à la spectrométrie de 
masse, afin d’interroger les partenaires d’interactions impliqués dans la signalisation des 
récepteurs opioïdes mu et delta, et ce, dans leurs états basaux et à la suite de leur 
stimulation par un agoniste. Nous avons montré qu’il était possible d’employer cette 
méthode afin d’identifier plusieurs protéines impliquées dans une multitude de processus 
cellulaires, notamment l’adressage des récepteurs. Nous avons ensuite validé nos résultats 
en confirmant l’interaction de certaines des protéines identifiées par co-
immunoprécipitation, dont la protéine CNIH4, une protéine faisant le sujet de plus en plus 
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1.1 La douleur 
1.1.1 Définition et classification de la douleur 
La douleur est un concept complexe et très nuancé sur lequel nous ne cessons d’en 
apprendre davantage. En effet, bien que la douleur fasse le sujet d’un très grand nombre 
d’études chaque année, sa définition a été révisée en 2020, à la suite d’un processus 
s’étalant sur 2 ans, afin de mieux refléter sa complexité et toutes ses facettes. Selon 
l’Association Internationale de l’Étude sur la Douleur (IASP), la douleur est définie 
comme étant « Une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable associée ou 
ressemblant à celle associée à une lésion tissulaire réelle ou potentielle. » (IASP 2020 ; 
Srinivasa N., et al. 2020). 
La douleur est une expérience personnelle très hétérogène, nécessitant une 
classification complexe basée sur des approches multimodales. L’IASP, en collaboration 
avec l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), a développé un système de 
classification des douleurs chroniques et aiguës, facilitant le choix de traitement (Finnerup, 
2019; Orr et al., 2017). 
Lorsqu’applicable, la composante anatomique de classification de la douleur est 
bien la première utilisée. On essaie alors de trouver l’emplacement de la douleur, 
prodiguant de l’information très utile pour son évaluation et son traitement. 
Le système de classification de la douleur basé sur l’étiologie décrit le facteur causal 
de la douleur. Il permet de distinguer différentes composantes de la douleur, par exemple 
malin ou non malin faisant référence à la nature potentiellement cancéreuse de la douleur 
ressentie. Ce système permet parfois de déterminer l’affection sous-jacente à la douleur. 
L’intensité de la douleur est habituellement déterminée à l’aide d’outils comme 
l’échelle de douleur Wong-Baker, une échelle de numérotation de la douleur ou encore 
une échelle verbale d’intensité, permettant la quantification ou la qualification de la 
douleur en question. 
Finalement, le système de classification de la douleur basée sur la durée permet la 
distinction entre différentes catégories de douleurs ; aiguë, chronique et épisodique. 




douleur de type aiguë à une douleur de type chronique, alors qu’une douleur survenant 
par épisodes, et non présente entre ceux-ci sera qualifiée d’épisodique (Chekka & Benzon, 
2018). 
Bien que parfois désagréable, la douleur joue un rôle vital au sein d’un organisme 
en tant que mécanisme de protection. Dans le cas d’une douleur aiguë, elle sera perçue par 
l’organisme comme un signal d’alarme, lui indiquant une insulte mécanique, chimique 
ou thermique et permettant ainsi à l’organisme de se préparer à faire face à l’insulte. En 
dépit de son rôle critique de protection de l’organisme, la douleur peut parfois évoluer et 
devenir néfaste. Par exemple, dans le cas de la douleur chronique, la douleur est récurrente 
et persiste au-delà du temps de guérison normal de l’insulte, menant à une diminution de 
la qualité de vie sans effet bénéfique de celle-ci. 
Lorsque combinés, ces systèmes de classification de la douleur permettent une 
meilleure compréhension et classement de la douleur. Ceux-ci offrent donc la possibilité 
de rediriger les différents types de douleurs vers les traitements les plus adaptés pour le 
cas en question (Trouvin & Perrot, 2019) et ainsi diminuer les impacts de la douleur sur 
la société. 
1.1.2 Impact de la douleur sur la société 
La douleur, notamment la douleur chronique, est un réel problème et engendre des 
conséquences sociétales profondes. En 2016, la douleur ainsi que les maladies reliées à 
celle- ci constituaient la cause mondiale principale d’incapacité au travail. Mondialement, 
le fardeau causé par la douleur chronique est en hausse constante, avec près de 2 milliards 
de personnes en étant atteint (Mills et al., 2019). En 2016 aux États-Unis, 
approximativement 50 millions de personnes souffraient de douleur chronique, et environ 
8 millions parmi ceux- ci rapportaient une douleur chronique ayant des impacts sévères sur 
leur qualité de vie personnelle, sociale et au travail (Dahlhamer, 2018). La prévalence de la 
douleur chronique est similaire au Canada, avec des statistiques rapportant 1 Canadien sur 
5 (20% de la population) souffrant de douleur chronique (Canada, 2019). Bien qu’il existe 
moins de données au Canada, aux États-Unis, les coûts annuels totaux associés à la douleur 
chronique, incluant les coûts de perte de productivité, ont été estimés à 560 milliards de 




directs et indirects combinés estimés de la douleur chronique totaliseraient entre 56 à 60 
milliards de dollars par année (Wilson et al., 2015). En 2016, le fardeau économique 
canadien associé à la douleur chronique atteignait plus de 7,2 milliards de dollars par 
année (Hogan et al., 2016). Dans cette étude, seuls les frais de santé directs ont été 
examinés et donc les dépenses payées par les individus ainsi que les coûts de perte de 
productivité ne se sont pas reflétées, soulignant les coûts faramineux engendrés par la 
douleur. Somme toute, la douleur est un enjeu sociétal important avec plusieurs 
ramifications et de très grandes répercussions justifiant la recherche qui lui est consacrée 
afin de mieux la comprendre et, ultimement, mieux la traiter. 
1.1.3 Nociception 
Bien que souvent confondus, il est important de bien différencier la douleur de la 
nociception. La nociception fait référence au traitement de l’information, interne et/ou 
externe, telle que générée par l’activation de fibres nerveuses périphériques appelées 
nocicepteurs, par le système nerveux périphérique et central (Animals, 2009). Lorsqu’un 
stimulus atteint une intensité suffisante pour générer un potentiel d’action, celui-ci sera 
acheminé le long des afférences primaires vers la corne dorsale de la moelle épinière (A 
Basic Review of Pain Pathways and Analgesia, 2019; Yam et al., 2018). Par la suite, les 
signaux nociceptifs seront transmis aux centres supérieurs par le système nerveux central, 
puis interprétés par celui-ci, causant la douleur. En ce sens, la nociception peut se produire 
en absence de douleur, mais aucune douleur n’est possible sans nociception. Il existe deux 
types de nocicepteurs. Le premier inclus les fibres afférentes myélinisées de moyen 
diamètre (Aẟ) qui médient la douleur localisée, aiguë et rapide. Les nocicepteurs Aẟ sont 
sous-divisés en type I et type II. Les nocicepteurs Aẟ de type I répondent 
préférentiellement aux stimuli nociceptifs mécaniques et chimiques, alors que les fibres 
Aẟ de type II répondent préférentiellement aux stimuli nociceptifs thermiques, au 
détriment des stimuli nociceptifs mécaniques (Dubin & Patapoutian, 2010). Le deuxième 
type de nocicepteurs est formé des fibres nociceptives C. Ce sont des petites fibres non 
myélinisées à conduction lente. Même si la majorité des fibres C nociceptives sont 
polymodales, et répondent donc à des stimuli chimiques, thermiques et mécaniques, il 
existe certaines sous-populations sélectives aux stimuli chimiques ou mécaniques 




entraine la relâche, par les terminaisons centrales des afférences primaires, des 
neurotransmetteurs excitateurs CGRP, glutamate et substance P. Ces neurotransmetteurs 
vont ensuite activer les neurones de deuxième ordre (principalement) situés dans la corne 
dorsale de la moelle épinière, ou dans le noyau caudalis (Ossipov, 2012). L’information 
nociceptive sera alors relayée le long de ces neurones de second ordre, également appelés 
neurones de projection, jusqu’au cerveau, au niveau du thalamus. L’information se rendra 
ensuite jusqu’au cortex somatosensoriel à travers les voies spinothalamiques. Ensuite, 
l’information nociceptive sera transmise par des neurones de troisième ordre vers 
différentes zones du cerveau, dépendamment de la location et du type de stimulus 
douloureux. L’ensemble de processus de communication partant du stimulus douloureux 
jusqu’au cerveau se nomme la voie ascendante. Lorsque les signaux nociceptifs ont été 
intégrés par les différentes zones du cerveau, il s’ensuit un retour de signal permettant la 
modulation des signaux nociceptifs ascendants. Ces systèmes de modulation de la douleur 
sont appelés systèmes inhibiteurs descendants de la douleur. La modulation de la douleur 
implique l’acide aminobutyric-γ, un neurotransmetteur inhibiteur. Les terminaisons 
nerveuses de la voie descendante inhibitrice ont pour origine la médulla rostroventrale et 
d’autres noyaux du tronc cérébral, ainsi que du noyau du tractus solitaire, le noyau 
parabrachial, le noyau dorsal réticulaire, l’hypothalamus et le cortex (Dinakar & Stillman, 
2016). Ces neurones interagissent avec les fibres afférentes, les interneurones et les 
neurones de projections de la corne dorsale de la moelle épinière. L’action de ces neurones 
à ces sites va ensuite soit augmenter, soit diminuer le passage de l’information nociceptive 
vers les structures impliquées dans le traitement secondaire de la douleur, par exemple la 
substance grise périaqueducale et l’amygdale. 
1.1.4 Traitement de la douleur 
La douleur peut se traiter de différentes façons. Le choix de traitement dépend de 
plusieurs facteurs, et peut varier en fonction des pratiques cliniques d’un centre à l’autre. 
La grande hétérogénéité, ainsi que le nombre élevé des différentes conditions de douleur 
freinent l’apparition d’un algorithme de traitement général. Les conditions de comorbidités 
qui accompagnent souvent la douleur, telles la dépression et l’anxiété, ne seront pas 
détaillées dans le cadre de ce mémoire. Il existe deux grands types de traitements pour la 




L’American Pain Society recommande l’utilisation conjointe de traitements 
pharmacologiques et non pharmacologiques pour le traitement de la douleur aiguë et 
cancéreuse (Gordon et al., 2005). Les traitements non pharmacologiques comprennent, 
mais ne se limitent pas, à la méditation, le yoga, l’acuponcture et les traitements 
chiropratiques. Ces traitements pourraient supporter et augmenter la notion de « prendre 
soin de soi » et sont souvent préconisés dans l’optique d’une meilleure santé globale, et 
bien souvent comme traitements préventifs (Chen & Michalsen, 2017). Bien que souvent 
recommandée par les cliniciens, la qualité des preuves soutenant l’efficacité de ces 
traitements sur la douleur est faible et bien souvent controversée. La deuxième branche 
formant les traitements non pharmacologiques inclut les chirurgies. La chirurgie est 
habituellement indiquée lorsque la cause sous-jacente est bien définie et qu’il y a un 
bénéfice clinique net à retirer. Bien que généralement très efficaces, les opérations 
chirurgicales permettant de traiter la douleur sont rares (Cruccu et al., 2016). 
Les traitements pharmacologiques sont, à ce jour, les traitements les plus efficaces 
et les plus couramment utilisés pour réduire la douleur dans un grand éventail de conditions 
douloureuses. Les traitements pharmacologiques pour traiter la douleur sont appelés 
analgésiques. Il existe plusieurs classes d’analgésiques, souvent distingués en 
analgésiques opioïdergiques (discutés dans la section suivante) et non opioïdergiques. Les 
analgésiques non opioïdergiques ont été majoritairement développés en réponse à des 
conditions autres que la douleur, et ont des effets biologiques variés. Parmi les 
analgésiques non opioïdergiques sont retrouvés les anti-inflammatoires non stéroïdiens, 
les antidépresseurs et les antiépileptiques. Les analgésiques non opioïdergiques possèdent 
plusieurs sites d’action différents, incluant la potentialisation des voies descendantes 
inhibitrices de la douleur, le blocage des récepteurs pré et postsynaptiques de la corne 
dorsale de la moelle épinière, ainsi que l’inhibition de la relâche de neurotransmetteurs 
inhibiteurs (Finnerup, 2019). La deuxième classe majeure d’analgésiques 
pharmacologiques est formée par les composés opioïdes. 
1.2 Les opioïdes 
Les opioïdes forment un groupe d’analgésiques couramment utilisé dans la 
pratique clinique. Bien que toujours pertinent dans la médecine moderne, les opioïdes sont 




opium Papaver somniferum était déjà cultivé pour ses principes actifs en 3000 av. J.-C. 
Cependant, ce n’est que lorsque la morphine fut isolée de l’opium, en 1806, que la 
pharmacologie moderne des opioïdes est vraiment née. Bien qu’étant l’alcaloïde extrait 
de P. somniferum le plus connu, la morphine, n’est pas le seul alcaloïde pouvant en 
être isolé. En effet, la codéine, la papavérine et la thébaine peuvent toutes être 
extraites de la même plante. Suivant la découverte de la morphine, de simples 
manipulations chimiques des différents alcaloïdes ont menées à la synthèse de plusieurs 
opioïdes utiles dans la médecine actuelle, telle la buprénorphine, la diamorphine et la 
naloxone. Les opioïdes peuvent être classés en fonction de leur processus de synthèse 
dans l’un des trois groupes suivants : les composés naturels, les composés semi- 
synthétiques, et les composés synthétiques. Une autre façon de classer les opioïdes et de 
les classer en fonction de leurs effets sur les récepteurs aux opioïdes. Avec cette 
classification, les opioïdes peuvent alors être classés comme agonistes, agonistes 
partiels, agonistes inverses et antagonistes. Un agoniste interagira avec son récepteur afin 
de produire un effet potentiellement maximal, alors qu’un antagoniste se liera au 
récepteur, mais n’entrainera aucun effet, empêchant ce récepteur d’être activé par un 
agoniste. Un agoniste partiel se liera à son récepteur, mais ne pourra pas causer l’effet 
maximal du récepteur, et ce, peu importe la dose administrée (Blakemore & White, 2002). 
Malgré le profil analgésique très intéressant de plusieurs opioïdes et leur utilisation au 
quotidien en clinique, ces composés sont la cause d’un problème sociétal contemporain 
très important : la crise des opioïdes. Cette crise se traduit comme une augmentation 
rapide et importante du nombre de décès et des coûts sur le système de la santé liés à 
l’utilisation d’opioïdes. La mauvaise utilisation des opioïdes de prescription et 
l’augmentation de la disponibilité des drogues de synthèse opioïdes comme l’héroïne et 
le fentanyl sur le marché forment deux des piliers les plus importants sur lesquels repose 
cette crise (Fischer et al., 2020; Skolnick, 2018). 
1.2.1 Les récepteurs aux opioïdes 
Les récepteurs aux opioïdes sont des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) 
de classe A « rhodopsin-like ». Il existe 4 récepteurs aux opioïdes. Pour qu’un récepteur 
soit reconnu comme un récepteur aux opioïdes, il doit pouvoir être lié par la naloxone, un 




aux opioïdes sont les récepteurs delta (ẟ, DOP), mu (μ, MOP) et kappa (κ, KOP). Les noms 
de ces récepteurs ont pour origine la morphine (le ligand exogène du MOP le plus connu), 
« vas deferens » (le nom du tissu duquel le DOP a été originalement isolé) et la 
kytocyclazocine (le premier ligand découvert agissant sur le KOP). Ces trois récepteurs 
possèdent des ligands endogènes, soit l’endorphine, l’enképhaline et la dynorphine pour les 
récepteurs mu, delta et kappa, respectivement. Les récepteurs aux opioïdes appartiennent 
tous à la grande famille des RCPG. Ils sont tous couplés aux protéines G, plus 
spécifiquement les protéines G inhibitrices (Gαi/o) (Standifer & Pasternak, 1997). Cette 
signalisation mènera éventuellement à la fermeture des canaux calciques voltage 
dépendant, une augmentation de l’efflux potassique et l’inhibition de l’AC, diminuant la 
production d’AMPc. Ultimement, ces effets causeront l’hyperpolarisation de la 
membrane, diminuant la propagation de l’information nociceptive. La signalisation sera 
ensuite inactivée par l’hydrolyse du GTP, qui est facilitée par la liaison de protéines 
régulatrices de signalisation des protéines G. De façon concomitante, l’activation des 
récepteurs opioïdes va également mener à leur désensibilisation lorsque ceux-ci seront 
phosphorylés par des kinases comme les kinases à RCPG et la protéine kinase C. Les 
arrestines seront ensuite recrutées par les récepteurs phosphorylés, menant d’une part à 
une signalisation subséquente par les arrestines, et d’une autre part à l’internalisation, la 
régulation négative et le recyclage du récepteur en question (Lamberts & Traynor, 
2013). Le quatrième récepteur aux opioïdes est le récepteur à la nociceptine (NOP). Le 
récepteur à la nociceptine est considéré comme un récepteur opioïde dû à sa grande 
similarité aux autres récepteurs opioïdes en termes d’acides aminés, et possède lui aussi 
un ligand endogène. Par contre, puisque la naloxone ne renverse pas les effets de 
l’activation de celui-ci, le NOP est généralement considéré comme un récepteur faisant 
parti de la branche non-opioïdergiques, de la famille des opioïdes (Pathan & Williams, 
2012). De plus, bien que de plus en plus d’études s’intéressent aux rôles du NOP, 
notamment à ses interactions avec les autres récepteurs opioïdes (Mustazza* & Marzoli, 
2018), il reste une cible très peu connue. 
1.2.2 Les récepteurs couplés aux protéines G 
Les RCPG forment la plus grande famille de récepteurs connus à ce jour. Ce sont 




hormones et neurotransmetteurs, en plus d’être responsables de la vision, de l’odorat et 
du goût. Les RCPGs sont caractérisés par leurs 7 domaines transmembranaires en hélices-
α, séparés en alternance par des boucles intra- et extracellulaires. Chez les vertébrés, les 
RCPGs sont habituellement divisés en 5 sous-familles sur la base de leur séquence et 
similarité structurale (Fredriksson et al., 2003). Ces 5 familles sont la famille des 
rhodopsines (famille A), de la sécrétine (Famille B), du glutamate (famille C), la famille 
des récepteurs d’adhésion et finalement celle des récepteurs de type « frizzled» de goût. 
Parmi ces sous-familles, la famille des rhodopsines est de loin la plus grosse et plus 
diversifiée. L’autre grande caractéristique de cette famille de récepteurs est qu’ils sont 
couplés aux protéines G. Les protéines G qui s’associent aux RCPGs ont tous trois sous- 
unités (sous-unité α, sous-unité β, sous-unité γ), ce qui fait d’eux des hétérotrimères. Les 
sous-unités alpha et gamma sont ancrées à la membrane plasmique par des lipides. Les 
protéines G sont des protéines spécialisées avec la capacité de lier la guanosine triphosphate 
(GTP) et la guanosine diphosphate (GDP), modulant ainsi leur activation (GPCR | Learn 
Science at Scitable, s. d.). Lorsqu’une protéine G est activée, la sous-unité alpha, liée au 
GTP, ainsi que le complexe formé des sous-unités bêta gamma peuvent relayer les signaux 
extracellulaires en interagissant avec d’autres protéines membranaires impliquées dans la 
transduction de signal. Il existe quatre familles de sous-unités alpha différentes, soit Gαs, 
Gαi/o, Gαq/11 et Gα12/13 (Wettschureck & Offermanns, 2005), qui médient chacun 
différentes transductions de signaux. Chacune de ces familles inclut plusieurs sous-types 
de sous-unités alpha, avec la famille Gαi/o étant la plus grande et celle qui comprend le 
plus grand nombre de sous-unités distinctes. Étant si importantes dans un si grand nombre 
de fonctions, les RCPGs ainsi que leur signalisation ont fait le sujet d’une pléthore 
d’études. Chacune des familles des protéines G possède différents effecteurs de 
transduction de signal. Les familles Gαs et Gαi/o régulent toutes les deux les niveaux 
d’adénylate cyclase. Les Gαs vont stimuler la conversation par l’adénylate cyclase de 
l’ATP en AMP cyclique (Wettschureck & Offermanns, 2005). Des niveaux élevés 
d’AMPc vont mener à l’activation de plusieurs autres protéines régulées par celle-ci, par 
exemple la protéine kinase A, certains facteurs d’échange de guanidine comme EPAC et 
des nucléotides cycliques. Les Gαi/o, de façon contraire, vont inhiber certains isotypes 




bêta de la phospholipase C, augmentant le clivage du phosphatidylinositol 4,5- 
biphosphate en inositol triphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG) ancré à la 
membrane. L’IP3 ira ensuite se lier sur son récepteur à la surface du réticulum 
endoplasmique, alors que le DAG ainsi formé activera la protéine kinase C. Finalement, 
la famille des protéines Gα12/13 interagissent avec un très grand nombre de protéines 
impliquées dans la transduction de signal, notamment avec certaines RhoGEFs et kinases 
à tyrosines (Syrovatkina et al., 2016). 
1.2.3 Le récepteur opioïde mu 
Le MOP, à l’instar de tous les récepteurs aux opioïdes, fait partie de la grande 
famille des RCPGs, tel que confirmé par cristallographie (Manglik et al., 2012). À 
l’échelle de la séquence en acides aminés, MOP présente 60 à 70% d’homologie avec les 
autres récepteurs aux opioïdes. MOP fait partie des RCPGs couplés aux protéines Gαi/o, 
et son activation mène donc à l’hyperpolarisation de la cellule, reflétant son action 
principale analgésique. Le MOP est le récepteur opioïde le plus ciblé par les agonistes 
cliniques. Certaines molécules très connues tels la morphine, l’hydromorphone, le 
fentanyl et la codéine ciblent ce récepteur et produisent la majorité de leurs effets via 
leur interaction avec le récepteur mu. Malgré l’emploi clinique considérable des 
agonistes ciblant le MOP, leur utilisation est également associée à un grand nombre 
d’effets secondaires telle la dépression respiratoire, la tolérance, de l’hyperalgésie, la 
constipation, des nausées et la dépendance (Ding et al., 2018; Gendron et al., 2015). Le 
potentiel de dépendance de ces molécules, combiné aux effets hallucinogènes et 
euphoriques qu’elles procurent, font des agonistes du MOP des choix populaires comme 
drogues de rue, contribuant ainsi au développement de la crise des opioïdes actuelle. En 
effet, à la vue des effets secondaires relativement grave de l’activation de ce récepteur, par 
exemple la dépression respiratoire, la prise non régulée de certains agonistes puissant du 
MOP comme le fentanyl peut rapidement être fatal. Heureusement, il est possible de 
renverser les effets d’une surdose d’opioïdes par l’administration intraveineuse de 
naloxone. La naloxone est un antagoniste compétitif non sélectif des récepteurs aux 
opioïdes, avec généralement très peu d’effet à moins qu’il y ait des opioïdes dans la 
personne. Lorsqu’administré rapidement chez une personne en surdose d’opioïdes, celui-




diminuer les symptômes associés à la surdose, et potentiellement sauver des vies 
(Wermeling, 2015). Bien que la naloxone permette de traiter les surdoses d’opioïdes, il est 
impératif de continuer la recherche sur ce récepteur ainsi que d’autres cibles afin de 
minimiser les effets secondaires et développer de nouveaux traitements plus sécuritaires, 
ou encore d’autres cibles alternatives. 
1.2.4 Le récepteur opioïde delta 
Le DOP est une cible clinique très peu exploitée en clinique à l’heure actuelle. 
Il est distribué dans presque l’entièreté du système nerveux central, plus spécifiquement 
dans la substance grise périaqueducale, la médulla rostroventrale, l’amygdale et le cortex 
cérébral (Cahill, McClellan, et al., 2001; Mennicken et al., 2003; Scherrer et al., 2009; 
H.-B. Wang et al., 2010). Le DOP possède une bonne efficacité analgésique dans certaines 
conditions telle la douleur chronique (Gavériaux-Ruff & Kieffer, 2011; Kieffer & 
Gavériaux-Ruff, 2002) et dans certains troubles émotionnels et neurologiques (A. A. 
Pradhan et al., 2010). En plus de son profil analgésique prometteur, l’utilisation du DOP 
comme cible thérapeutique présente d’autres avantages tels des effets anxiolytiques et 
antidépresseurs. L’utilisation du DOP comme cible thérapeutique présente également 
l’avantage d’un profil d’effets secondaires moins sévère que ceux du MOP et KOP, 
principalement au niveau de la dépression respiratoire, l’effet secondaire le plus responsable 
des décès liés à l’utilisation de cette classe d’analgésique. L’activation du DOP a également 
été montré comme ayant moins d’effets euphoriques que le MOP, limitant donc le potentiel 
réactionnel des agonistes sélectifs de ce récepteur (Charbogne et al., 2014). En dépit des 
avantages des agonistes du DOP, ceux-ci peuvent mener à une tolérance non négligeable 
(A. A. A. Pradhan et al., 2010), ainsi qu’à des convulsions dues à l’excitabilité accrue de 
certaines régions du cerveau antérieur (Chu Sin Chung & Kieffer, 2013). 
1.3 Signalisation des récepteurs opioïdes 
1.3.1 Activation des protéines G effectrices 
Les récepteurs aux opioïdes sont principalement couplés aux protéines 
hétérotrimériques sensibles à la toxine pertussis Gi/Go, bien que certaines études aient 
rapporté un couplage aux protéines Gs/Gz, insensibles à la toxine pertussis (Crain & Shen, 
1990; Garzón et al., 1998; Yang et al., 2000). Il a longtemps été suggéré que l’activation 




transmembranaire, entrainant une exposition des boucles intracellulaires, les rendant plus 
facilement accessibles aux protéines G. Plusieurs études ont étudié le rôle de la deuxième 
et troisième boucle intracellulaire des RCPGs (dont DOP et MOP), établissant qu’elles 
étaient primordiales, avec la queue C-terminale, pour le couplage des RCPGs aux protéines 
G (Gether, 2000). Lors de l’activation des récepteurs, les sous-unités α et βγ interagissent 
tous deux avec une multitude de systèmes de protéines effectrices intracellulaires, tels 
des canaux ioniques (ex : Cav1.2 et Kir3), des enzymes membranaires (ex : AC, 
phospholipases) ainsi que certaines cascades de kinases (ex : celles appartenant à la famille 
MAPK). 
1.3.2 Adénylatecyclase 
L’adénylate cyclase est l’enzyme qui synthétise l’adénosine monophosphate 
cyclique (AMPc) à partir d’adénosine triphosphate (ATP). L'AMPc agit souvent en tant 
que messager second intracellulaire important dans le relai de la transmission des 
signaux extracellulaires aux effecteurs de signal intracellulaire, particulièrement la 
protéine kinase A. En effet, la régulation de la PKA est en grande partie sujette aux 
concentrations intracellulaires d’AMPc (Mons et al., 1998). L’AC est une protéine 
membranaire consistant en deux amalgames de 6 segments transmembranaires, ainsi que 
deux domaines catalytiques se prolongeant sous forme de boucles dans le cytoplasme. 
L'activation de l'AC entraine donc l'augmentation des niveaux intracellulaires d’AMPc 
(Cooper et al., 1995). 
Il existe au moins 9 isoformes de l’AC. Ces isoformes diffèrent 
considérablement dans leurs propriétés de régulation et sont exprimées 
différentiellement dans les différents tissus, supportant que cette enzyme fasse partie 
d’un système complexe d’interactions permettant la régulation de la production 
d’AMPc. Les premières études s’intéressant à l’activité   de l’AC   ont   conclu   que 
cette enzyme était régulée principalement par ses interactions avec les sous-unités alpha 
des protéines Gs/Gi, augmentant ou diminuant son activité, respectivement. De récentes 
études sur l’AC ont mené à la conclusion que les mécanismes de régulation de l’AC étaient 
plus complexes qu’initialement soupçonnés, et qu’en plus des sous-unités alpha des 




tous un rôle essentiel dans la régulation de l’AC (Bruce et al., 2019; Halls & Cooper, 2017). 
L’activation des récepteurs MOP et DOP et l’inhibition subséquente de la voie de 
signalisation de l’AC ont principalement été liées aux effets et adaptations physiologiques 
à long terme de l’administration répétée de composés opioïdes (Nestler, 2004; Nestler & 
Aghajanian, 1997). Ainsi, il a été montré que la régulation à la hausse de l’adénylate 
cyclase et d’autres composants de la voie de l’AMPc, dans certaines régions spécifiques 
du système nerveux central et périphérique, contribuait à la tolérance, la dépendance et aux 
modifications des mécanismes de récompense suite à l’administration répétée d’opioïdes. 
1.3.3 La phospholipase C 
La phospholipase C est une protéine soluble principalement localisée dans le cytosol 
qui transfère à la membrane plasmique en réponse à l’activation cellulaire. Treize 
isoformes de la PLC ont été identifiées à ce jour, et sont catégorisées en six familles 
différentes, en fonction de leur structure et leurs mécanismes d’activation et de régulation 
(Fukami et al., 2010). La distribution des différentes isoformes de la PLC reflète en grande 
partie leurs fonctions physiologiques. L’activation de la PLC produit au moins deux 
seconds messagers, soit l’inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) et le diacylglycerol (DAG). 
L’effet principal du DAG est d’activer la protéine kinase C (PKC), alors que l’effet de la 
production d’IP3 est la relâche de Ca2+ des réserves intracellulaires. Un débalancement 
dans les niveaux d’expression de la PLC, ou un dérèglement dans le réseau de 
signalisation de cette enzyme mène souvent à la pathogenèse de maladies, chez 
l’Homme (Berman et al., 2008; Fu et al., 2007; Wells & Grandis, 2003). Les récepteurs 
opioïdes activent la phospholipase C par le biais de protéines G sensibles à la toxine 
pertussis (Murthy & Makhlouf, 1996). En effet, les opioïdes stimulent la formation d’IP3, 
et donc mobilisent les ions calciques des réserves intracellulaires dans les cellules 
NG108-15 (Smart & Lambert, 1996). Il a été préalablement montré que la 
suppression de l’activité de la PLC abolissait l’inhibition de l’adénylate cyclase par 
les récepteurs opioïdes et certains autres récepteurs couplés aux protéines Gi/Go (Pan 
et al.,2008). Le rôle particulièrement important de la PLC dans la transduction de signaux 
pour les récepteurs aux opioïdes est souligné par la prévention de l’activation des 





1.3.4 Les canaux ioniques 
1.3.4.1 Les canaux potassiques à rectification entrante de la famille Kir3 
Les canaux Kir3 contrôlent l’excitabilité cellulaire dans le système nerveux central 
et au niveau du cœur. Dû à leur distribution ubiquitaire, ils régulent les effets d’une large 
gamme d’hormones et de neurotransmetteurs qui, lors de l’activation des RCPGs 
correspondants, conduisent à l’ouverture de ces canaux. Les canaux Kir3 sont des 
tétramères formés par l’association de quatre sous-unités différentes (Kir3.1-3.4) (Gao et 
al., 2007). La combinaison des sous-unités formant les canaux dépend de la population 
neuronale impliquée (Cruz et al., 2004), ainsi que le compartiment cellulaire (Fernández‐
Alacid et al., 2009) dans lesquels ils sont retrouvés. Ces canaux ioniques sont activés par 
une cascade de signalisation lors de l’activation de certains RCPGs par un ligand. Cette 
activation se fait par le complexe protéique formé par les sous-unités βγ des protéines G se 
liant aux extrémités N et C terminales du canal ce qui entraine son ouverture et l’entrée 
de K+ induisant l’hyperpolarisation de la membrane cellulaire. Les canaux potassiques de 
la famille Kir3 jouent donc un rôle clé dans la maintenance du potentiel membranaire de 
repos et dans la régulation de la durée du potentiel d’action dans des cellules excitables. 
1.3.4.2 Les canaux calciques voltage-dépendants 
Les canaux calciques voltage-dépendants sont des transducteurs clés des 
changements de potentiels transitoires de membrane par la modulation des afflux de Ca2+ 
intracellulaires. Chez les mammifères, il existe dix membres faisant partie de la famille des 
canaux calciques voltage-dépendants, séparés dans 3 sous-familles, servant chacun des 
rôles distincts dans la transduction de signal intracellulaire (Catterall, 2011). La plupart des 
canaux ioniques, chez les mammifères, sont activés par les RCPGs et les hormones. Lors 
de la dissociation du complexe Gα-GTP et Gβγ suite à l’activation d’un RCPG par un 
ligand, ceux- ci peuvent allez activer ou inhiber une grande variété de protéines effectrices, 
et peuvent réguler les canaux ioniques de façon indirecte (via les seconds messagers et les 
protéines kinases) ou directement, via des interactions physiques entre les sous-unités des 
protéines G et les canaux ioniques. En effet, plusieurs études antérieures ont montré 
que le complexe protéique Gβγ interagit directement avec les canaux calciques voltage-
dépendant afin d’inhiber leur activité (Dascal, 1997; Dolphin, 1998; Jan & Jan, 1997; 
Wickman & Clapham, 1995). À l’instar des canaux potassiques, l’inhibition des canaux 




signaux nociceptifs par l’inhibition de la propagation des signaux d’une cellule à l’autre. 
1.3.5 Les protéines kinases activées par des mitogènes 
Les protéines kinases activées par des mitogènes (MAPK) sont une famille de 
sérine/thréonine kinases activée face à une pléthore de stimuli extracellulaires tels des 
facteurs de croissance, des mitogènes et des cytokines pro-inflammatoires (Julius & 
Basbaum, 2001). Par contre, les mécanismes cellulaires d’activation de la cascade de 
signalisation de MAPK sont connus comme étant très différents en fonction du type de 
RCPG activé et du système cellulaire (Goldsmith & Dhanasekaran, 2007). Elles régulent 
plusieurs activités cellulaires telles que la croissance, la mitose, la prolifération et la survie 
cellulaire. Les récepteurs aux opioïdes vont activer la cascade ERK1/2 en réponse à la 
plupart des stress mentionnés ci-haut. Lors du recrutement des kinases Src par les 
arrestines, celles-ci seront activées par les complexes protéines Giα et Gβγ, entrainant la 
phosphorylation des récepteurs au EGF (Schulz et al., 2004). 
1.3.6 Activité constitutive 
Plusieurs RCPGs exhibent un certain niveau de signalisation constitutive à l’état 
basal, impliquant donc l’activation potentielle des protéines G en absence d’agonistes 
(Gether, 2000). Le DOP possède un certain niveau d’activité constitutive lorsqu’ils sont 
exprimés de manière endogène dans les neuroblastomes, ou de manière hétérologue dans 
diverses lignées cellulaires (Costa & Herz, 1989). De plus, certains agonistes inverses du 
DOP régulent à la hausse l’expression de DOP à la surface cellulaire, indépendamment 
de l’activation des protéines G (Gendron et al., 2016; Hosohata et al., 1999; Neilan et al., 
1999; Zaki et al., s. d.). Plusieurs études ont également montré que le MOP possède lui 
aussi un certain niveau d’activité de signalisation constitutive, notamment dans les cellules 
SH-SY5Y et dans les HEK293 transfectées (Z. Wang et al., 1994). De surcroît, l’activité 
constitutive de MOP est plus élevée après une exposition chronique à la morphine (Z. 
Wang et al., 1994). Ce phénomène a été suggéré comme contribuant au développement 
de la tolérance et de la dépendance lors de la prise d’agonistes du MOP. Le mécanisme 
moléculaire sous-jacent à l’augmentation de l’activité constitutive du MOP à la suite de 
l’administration chronique de morphine pourrait impliquer la calmoduline. Dans l’état 
inactif du MOP (non-lié par un ligand), la calmoduline se lie au MOP au niveau de sa 




leur couplage et l’activité constitutive du récepteur. Suite à un traitement prolongé à la 
morphine, la calmoduline est libérée du récepteur, ce qui entraîne une augmentation de 
l’activité du récepteur, indépendamment de la présence d’un ligand (D. Wang et al., 
2001). 
1.3.7 Trafic intracellulaire 
Le trafic intracellulaire des récepteurs mu et delta diffère considérablement l’un 
de l’autre. Le MOP est recyclé à la surface cellulaire à la suite d’un traitement avec un 
agoniste, alors que le DOP est en grande partie redirigé vers les lysosomes, où il sera 
dégradé. Bien que la queue C-terminale du MOP et du DOP ait initialement été 
soupçonnée comme déterminant principal de cette différence de trafic intracellulaire, la 
synthèse de récepteurs chimères du DOP et du MOP dans lesquels les queues C-terminales 
ont été échangées a montré que le trafic différentiel des deux récepteurs n’était pas 
uniquement dû aux domaines des queues C-terminales. En effet, des expériences dans 
lesquelles certains motifs dileucines présents dans la troisième boucle intracellulaire du 
DOP étaient mutés ont montré qu’ils étaient également importants pour le trafic 
intracellulaire vers les voies de dégradation lysosomales (W. Wang et al., 2003). En plus 
de la différence de trafic intracellulaire suite à l’activation des récepteurs par un agoniste, 
il existe également des différences dans les localisations intracellulaires du MOP et du 
DOP. Alors que le MOP est principalement localisé à la membrane plasmique à l’état 
basal, le DOP est quant à lui localisé majoritairement au niveau du réticulum 
endoplasmique (Petäjä-Repo et al., 2001; Zastrow et al., 2003). Il existe cependant 
plusieurs conditions dans lesquels le transport du DOP à la membrane est augmenté, 
notamment suite à un traitement prolongé à la morphine (Cahill, Morinville, et al., 2001; 
Gendron et al., 2006; Lucido et al., 2005; A. A. A. Pradhan et al., 2010) et lors d’une 
inflammation chronique (Morinville et al., 2003). 
1.3.8 Biais de signalisation 
Les premiers modèles de l’activité fonctionnelle des RCPGs assumaient que ces 
récepteurs n’avaient que deux états d’activation : actif et inactif. Classiquement, on croyait 
que la liaison de l’agoniste au récepteur favorisait la transition (par 
modification/stabilisation de la structure des protéines) du récepteur d’un état inactif à un 




voies de signalisation de ce récepteur. Cependant, la recherche de la dernière décennie 
nous ont permis de réaliser que la fonctionnalité des RCPGs dépend de nombreuses autres 
protéines en dehors du noyau heptahélique, par exemple du site d’expression du RCPG en 
question dans un tissue donné et, surtout, des états actifs des RCPGs en fonction du 
couplage préférentiel envers certaines protéines de transduction de signal spécifique en 
fonction de la conformation active adoptée par le récepteur (Samama et al., 1994). Les 
résultats de ces études ont confirmé l’hypothèse que les récepteurs adoptent typiquement 
un équilibre spontané entre deux conformations (active, inactive) qui diffèrent dans leur 
capacité à activer les protéines G en aval. Dans ce nouveau modèle, à l’état natif, le 
récepteur est maintenu principalement dans sa conformation inactive par des interactions 
intramoléculaires dans ses domaines transmembranaires; c’est- à-dire que l’équilibre 
spontané favorise fortement l’état inactif (Donnelly et al., 1999). Lors de la liaison au 
récepteur par un agoniste, il y aura une diminution de ces contraintes intramoléculaires, 
permettant au récepteur de se « détendre » vers sa conformation active, facilitant le 
couplage des protéines G. Ce nouveau modèle d’activation des RCPGs aide à expliquer 
l’efficacité différentiel des agonistes; elle sera dictée de façon intrinsèque par sa capacité 
à modifier l’équilibre entre la forme inactive du récepteur et sa forme active. 
1.3.9 Oligomérisation des récepteurs opioids 
Les preuves de l’interaction des RCPGs entre eux ont d’abord été mises de l’avant 
par des études hydrodynamiques et des expériences de réticulation de plusieurs RCPGs 
(Bouvier, 2001; Devi & Brady, 2000; Jordan & Devi, 1999). Cependant, les conséquences 
de l’interaction et de l’oligomérisation des RCPGs sont encore nébuleuses et font toujours 
le sujet de plusieurs études. La capacité des récepteurs aux opioïdes à oligomériser a été 
montrée par des expériences d’immunoprécipitation, puis des essais de BRET (Jordan & 
Devi, 1999; D. Wang et al., 2005). L’oligomérisation des récepteurs opioïdes entre eux 
peut affecter leurs propriétés fonctionnelles, notamment en modulant la puissance et 
l’affinité de certains ligands opioïdergiques (George et al., 2000; Ivone Gomes et al., 
2004; Jordan & Devi, 1999). 
1.4 Projet : Identification de partenaires protéiques potentiels des récepteurs opioïdes 
mu et delta par APEX2 
Les RCPGs sont exprimés à la surface cellulaire où ils sont couplés aux protéines 




inconnues. Comme mentionné plus haut, l’activation des récepteurs opioïdes delta et mu 
peut entrainer l’apparition d’effets secondaires indésirables, limitant leur utilisation. Une 
meilleure compréhension des mécanismes et partenaires d’interaction impliqués dans la 
signalisation des récepteurs opioïdes pourrait permettre de minimiser ces effets. Dans ce 
projet, je me concentrerai sur l’identification des partenaires protéiques adjacents et 
interagissant avec MOP et DOP dans leur état inactif ainsi qu’une fois activés par des 
agonistes opioïdes. 
1.4.1 Outils d’identification de partenaires protéiques 
Les protéines sont les acteurs principaux facilitant la plupart des processus 
biologiques dans une cellule. Étant donné la complexité et la diversité des fonctions 
cellulaires nécessaires au maintien de l’intégrité d’un organisme, il n’est pas surprenant 
qu’il est estimé qu’il existe chez l’Humain plus de 100 000 protéines différentes, codées à 
partir de 20300 gènes uniques (Ponomarenko et al., 2016). Ce très grand nombre de 
protéines différentes, interagissant toutes de façon dynamique avec certaines autres 
protéines, soulève un problème important lors de l’analyse de l’interactome protéique : 
comment identifier les partenaires protéiques d’une interaction donnée? Pour répondre à 
cette question, plusieurs outils ont été développés dans les dernières décennies nous 
permettant de mieux comprendre et interroger les modes d’action de ces molécules 
essentielles au maintien de la vie. 
1.4.2 Co-immunoprécipitation 
La co-immunoprécipitation (Co-IP) est une méthode très populaire d’analyse 
d’interaction entre protéines. Dans cette méthode, la protéine cible précipitée par 
l’anticorps, également appelée « appât », est utilisée pour co-précipiter un complexe 
partenaire de liaison/protéine, à partir d’un lysat. La protéine d’interaction est alors liée à 
l’antigène cible, qui est lié par l’anticorps qui est lui-même immobilisé sur un support 
(habituellement des billes). Les partenaires protéiques ainsi précipités vont souvent être 
détectés par électrophorèse sur gel de dodécyl sulfate de sodium - polyacrylamide, puis 
transférés sur une membrane de nitrocellulose avant d’être visualisés par 
immunobuvardage. Cette technique peut être utilisée afin d’identifier des partenaires 
d’interactions stables et/ou fortes (Iqbal et al., 2018). La co-immunoprécipitation est très 




nécessiter des anticorps spécifiques, en plus de rendre très difficile la caractérisation de la 
composante temporelle des interactions détectées. De plus, les étiquettes utilisées (par 
exemple FLAG) afin de pouvoir précipiter les protéines d’intérêts peuvent entraver 
l’interaction de certaines protéines. 
1.4.3 Pull-down 
Cette technique est similaire en méthodologie à la co-immunoprécipitation 
puisqu’elle utilise également un support afin de purifier les protéines en interaction. La 
différence entre les deux méthodes est que la co-immunoprécipitation utilise des anticorps 
afin de capturer des complexes protéiques, alors que les pull-down utilisent une 
protéine « appât » pour purifier toutes les protéines d’un lysat qui se lient à celle-ci. Cette 
technique,  à l’instar de la co-immunoprécipitation, est idéale afin d’étudier les interactions 
fortes ou stables, mais présente l’avantage de ne pas nécessiter la disponibilité d’un 
anticorps reconnaissant la protéine d’intérêt (Louche et al., 2017). Étant similaire à la 
méthode de co-immunoprécipitation, cette technique présente pratiquement les mêmes 
désavantages. 
1.4.1 Analyse des interactions des protéines de réticulation 
La plupart des interactions protéine-protéine sont transitoires et ne se produisent 
que brièvement dans le cadre d’une seule cascade métabolique au sein des cellules. Cette 
technique consiste donc à stabiliser, ou même joindre de façon permanente les composants 
des complexes d’interaction. Une fois les composants fixés, plusieurs autres techniques 
peuvent permettre la détection, par exemple la purification par affinité et la spectrométrie 
de masse. Les partenaires d’interaction sont fixés à l’aide d’agents de réticulation 
homobifonctionnels (Mintseris & Gygi, 2020) possédant deux ou plusieurs extrémités 
réactives capables de se fixer chimiquement à des groupes fonctionnels spécifiques, 
permettant la liaison de protéines comportant ces groupes fonctionnels entre eux. Cette 
particularité de la technique est également sa plus grande faiblesse, puisque ce ne sont 
pas toutes les protéines qui présentent ces groupes fonctionnels, limitant ainsi la 
polyvalence de cette technique. 
1.4.4 Transfert de protéines d’étiquettes 
Les techniques actuelles d’identification de partenaires protéiques échouent bien 




Pour remédier à ce problème, plusieurs techniques de transfert de protéines d’étiquettes 
ont été développées. Le transfert de marqueur implique de faire interagir deux protéines 
(une protéine proie et une protéine appât) afin de transférer un marqueur sur la proie, et 
identifier la proie grâce à ce marqueur. Une des grandes limites de cette technique est la 
cinétique d’activation des réactions typiques de transfert d’étiquette. Par exemple, BirA, 
une des premières enzymes utilisées dans les réactions de transfert de biotine, possédait une 
cinétique de réaction de l’ordre de plusieurs heures (Xu et al., 1995), limitant ainsi notre 
capacité à résoudre la cinétique d’interaction entre les protéines d’interaction potentielles 
identifiées et la protéine d’intérêt. Les avancées technologiques des dernières années ont 
permis d’améliorer certaines méthodes de transfert de protéines comme BioID et APEX 
(May et al., 2020). Ces développements ont permis de réduire les temps nécessaire pour 
effectuer les réactions d’étiquetage de quelques heures, par exemple dans le cas de BirA, 
à quelques minutes comme pour TurboID (Branon et al., 2018), et même quelques 
secondes dans le cas de APEX2 (Hung et al., 2016). Comme les cinétiques de réactions 
enzymatiques des méthodes de transfert de protéines d’étiquettes représentent bien 
souvent l’étape limitante de leurs utilisations, ces avancées ont permis de grandement 
augmenter l’efficacité et la polyvalence de cette technique afin d’identifier des partenaires 
protéiques potentiels. Des quelques techniques de transfert de protéines d’étiquettes qui 
ont été développées dans les dernières années, celle basée sur la biotinylation de proximité 
par APEX2 gagne en popularité. 
1.4.5 Biotinylation de proximité par APEX2 
APEX2 est un mutant de la peroxydase à acide ascorbique modifiée APEX (27 
kDa), issue de la fève de soya. Lorsqu’en présence de peroxyde d’hydrogène, APEX2 
catalyse l’oxydation de la biotine-phénol en biotine-phénoxyl, un radical éphémère (<1 ms) 
(Trinkle- Mulcahy, 2019) pouvant diffuser jusqu’à environ 20nm de distance. La biotine-
phénoxyl va ensuite réagir avec les acides aminés denses en électrons (tyrosine, 
tryptophane, cystéine et l’histidine) afin de se lier aux protéines proximales endogènes, 
permettant leur enrichissement subséquent à l’aide de billes couplées à la streptavidine et 
leur identification par spectrométrie de masse.  
La grande polyvalence d’APEX2, en grande partie dû à sa cinétique rapide et sa 




autres méthodes. Contrairement à certaines autres peroxydases, par exemple HRP, APEX2 
ne possède pas de site de liaison au calcium et aux disulfures. Cette caractéristique lui 
permet donc d’être exprimé dans l’environnement cytosolique réducteurs des cellules, sans 
perte d’activité. Par conséquent, APEX2 a déjà été couplé à la microscopie électronique 
afin de visualiser la cartographie protéomique intracellulaire (Lam et al., 2015; Martell et 
al., 2017). Pour ce faire, APEX2 est fusionner de façon génétique à une protéine d’intérêt. 
Cette protéine de fusion est ensuite exprimée à l’intérieur des cellules. Les cellules sont 
ensuite fixées, puis recouvert d’une solution de diaminobenzidine (DAB) et H2O2. APEX2 
catalyse alors la polymérisation et le dépôt local de DAB, qui recrute par la suite l’osmium 
dense aux électrons, prodiguant un contraste en microscopie électronique. 
Tel que mentionné, le plus grand avantage d’APEX2 est qu’elle peut être combinée 
à la spectrométrie de masse afin d’identifier les protéines biotinylées par celle-ci. Par 
contre, interroger les réseaux d’interactions engagés par une protéine cible tout en 
capturant simultanément le contexte spatial et temporel dans lequel ces interactions se 
produisent. Pour permettre l’analyse des protéines biotinylées par APEX2, puis identifiées 
par LC-MS/MS, en diminuant le plus possible les protéines spectatrices, des méthodes 
comme le marquage d’isotopes stables par des acides aminés en culture cellulaire (SILAC) 
et des contrôles spatiaux couplés à APEX2 ont été utilisés avec succès (Hung et al., 2016; 
Lobingier et al., 2017). 
Finalement, la capacité polyvalente d’APEX2 à catalyser l’oxydation à un électron 
de H2O2 d’un large éventail de substrats a conduit à son utilisation répandue pour une 
variété d’autres applications, y compris la cartographie spatiale de l’ARN cellulaire 
(Kaewsapsak et al.,), la détection de H2O2 (Dwyer et al., 2014) et la détermination de la 







Figure 1: Représentation schématique de la technologie d’étiquetage de proximité. Les RCPGs sont liés à la 
peroxydase mutante APEX2 au niveau de leur queue C-terminale. En présence de H2O2 dans le milieu de culture, 
APEX2 catalyse l’oxydation de la biotine phénol en biotine-phénoxyle, une forme hautement réactive et éphémère 





1.5 But de l’étude, objectifs et hypothèses 
Le but principal de mes travaux de maîtrise était l’identification de partenaires 
protéiques potentiels impliqués dans la signalisation des récepteurs mu et delta à l’aide de 
la technique relativement récente d’identification par biotinylation de proximité APEX2. 
Le laboratoire s’intéresse depuis plusieurs années à la caractérisation des voies de 
signalisation de ces récepteurs. Sébastien Grastilleur a d’abord utilisé BirA, une ligase à 
biotine, afin de biotinyler, puis éventuellement identifier certaines protéines interagissant 
avec le récepteur delta. Étienne St-Louis a pour sa part conjugué des essais 
d’immunoprécipitation du récepteur delta à la spectrométrie de masse dans le but similaire 
d’identifier certains partenaires d’interaction du récepteur delta. Plus récemment, Jade 
Degrandmaison a utilisé un modèle de   souris   knockin   pour   la   protéine   chimère   
FLAG-DOR, lui permettant d’immunoprécipiter puis envoyer en spectrométrie de masse 
des lysats de souris et ainsi établir le protéome de ce RCPG chez la souris (Degrandmaison 
et al., 2020). Lorsque combinées, ces méthodes se complètent et permettent d’obtenir une 
vision à la fois plus précise et plus globale du large réseau d’interaction des protéines 
ayant un rôle à jouer dans la signalisation des récepteurs opioïdes. Par contre, une des 
faiblesses que partagent ces techniques d’identification protéiques est qu’il est très 
difficile de caractériser les composantes temporelles et dynamiques des interactions 
détectées. En effet, bien que l’identification du protéome d’une cible d’intérêt ne demande 
pas nécessairement de comprendre à quel moment cette interaction se produit, ni la 
dynamique de celle-ci, la compréhension du contexte temporel et spatial de ces 
interactions reste néanmoins fondamentale afin de bien comprendre leurs rôles (Scott & 
Pawson, 2009). 
Nous nous sommes donc intéressés à l’application de la technologie APEX2, 
couplée aux récepteurs opioïdes mu et delta, afin d’identifier les partenaires protéiques 
potentiels de ces récepteurs et caractériser ces interactions. APEX2 a déjà été utilisé afin 
d’interroger les différentes protéines engagées dans le trafic du DOP et du récepteur β2-
adrénergique (Lobingier et al., 2017), ainsi que celui du récepteur à l’angiotensine II (Paek 
et al., 2017). De plus en plus d’études montrent qu’il existe une certaine colocalisation de 
MOP et DOP, notamment au niveau des ganglions de la base (Bardoni et al., 2014; Rau 




dans certains autres endroits limités du cerveau (Gupta et al., 2010; Kivell et al., 2004; 
Pedersen et al., 2011). Cette colocalisation du MOP et du DOP ouvre la porte à la question 
de l’hétérodimérisation de ces récepteurs. Des expériences in vitro on préalablement 
montré que ces deux récepteurs, lorsque co-exprimés, pouvaient interagir ensemble (George 
et al., 2000; I. Gomes et al., 2000; Ivone Gomes et al., 2004). Plus récemment, d’autres 
groupes ont montré que cette interaction entre MOP et DOP était non seulement possible in 
cellulo et in vivo (Derouiche et al., 2018; Li-Wei et al., 2002), mais aussi que le complexe 
protéique ainsi formé possédait sa propre signalisation intracellulaire, avec une activation 
des protéines G et de la β-arrestine différente des récepteurs seuls (Ivone Gomes et al., 
2013; Metcalf et al., 2012; Rozenfeld & Devi, 2007). L’hétérodimère MOP-DOP pourrait 
également avoir un trafic intracellulaire qui lui est propre. Une étude parue en 2011 a 
montré que MOP et DOP pouvait seulement se complexer lorsqu’ils étaient présents à la 
membrane plasmique (Milan-Lobo & Whistler, 2011). D’autre part, une autre étude a 
montré que l’hétérodimère MOP-DOP pouvait être présent à la membrane du réticulum 
endoplasmique, où il recrute les protéines Gαz (Hasbi et al., 2007). Finalement, certains 
agonistes (par exemple DAMGO, Deltorphine II, SNC80 et la méthadone) peuvent induire 
l’endocytose de MOP-DOP, alors que certains autres (par exemple DADPE) ne l’induisent 
pas (Décaillot et al., 2008). 
Les récentes études sur la co-expression de MOP et DOP et les effets 
intracellulaires qui en découlent montrent qu’il existe fort probablement une signalisation 
biaisée possible permettant l’activation préférentielle d’une voie de signalisation donnée. 
Cette signalisation biaisée, combinée au lien étroit entre les différentes voies de 
signalisation et les effets secondaires (par exemple la tolérance et désensibilisation suite 
au recrutement des arrestines), souligne la pertinence d’identifier et caractériser les 
différents partenaires protéiques impliqué dans la signalisation du MOP, DOP et de leur 
hétérodimère. Notre hypothèse est qu’avec la technologie APEX2 et la spectrométrie de 
masse, nous serons capables d’identifier des différences au niveau des protéines 
interagissant avec le MOP et le DOP dans leur état basal ainsi que lors de leur stimulation 
avec des agonistes. Nous pensons également que la co-expression du MOP et du DOP 
affectera les protéines détectées, et que ces différences dans les patrons d’interactions 




plusieurs études récentes qui se sont intéressées à la signalisation de l’hétérodimère MOP-
DOP. Ces études ont montré que MOP-DOP élargissait le spectre de réponses cellulaires 
en comparaison aux récepteurs seuls, résultant en une amélioration de l’analgésie induite 
par la morphine (Ivone Gomes et al., 2004) et jouait un rôle au niveau des effets 
secondaires comme le développement de la tolérance analgésique (Gupta et al., 2010; He 
et al., 2011). De plus, certains ligands synthétiques comme la série MDAN (Daniels et al., 
2005; Harvey et al., 2012) ciblant l’hétéromère MOP-DOP ont déjà été identifiés et un 
agoniste MOP-DOP biaisé, soit le CYM51010, a même été rapporté (Gomes et al., 2013). 
Mon projet s’inscrit donc dans le continuum de la recherche visant à élucider les effets 
physiologiques de l’hétérodimère MOP-DOP, ainsi que ceux des récepteurs seuls, dans 
leur état actif et inactif. 
Les objectifs de mon projet étaient multiples. Le premier objectif était le clonage 
de deux récepteurs chimères, soient les récepteurs opioïdes mu et delta, avec l’enzyme 
APEX2 en portion C-terminale de ceux-ci, et la caractérisation de ceux-ci. Pour ce faire, 
nous avons utilisé la méthode de mutagenèses dirigée, nous permettant de cloner 
directement APEX2 en C terminal des deux récepteurs, séparé par un lien flexible d'acides 
aminés (Lobingier et al., 2017). 
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Figure 2: Représentation schématique des construction Flag MOP-APEX2 et Flag DOP-APEX2. Les 





Nous souhaitions par la suite vérifier que ces constructions étaient toujours bien exprimées 
dans un modèle cellulaire transitoire ainsi que fonctionnel. Pour ce faire, j’ai réalisé des 
immunobuvardages sur l’étiquette FLAG, ainsi que des essais de MAPK. Par la suite, j’ai 
vérifié la capacité d’APEX2 à biotinyler les protéines interagissant avec MOP et DOP par 
des essais de biotinylation, suivi par l’isolation de celles-ci, puis la visualisation par 
immunobuvardage. Le deuxième objectif de mon projet était l’identification des protéines 
biotinylées par APEX2. Pour ce faire, les échantillons de protéines biotinylées ont été 
envoyés à la plateforme de spectrométrie de masse de la FMSS, où les différentes 
protéines biotinylées ont pu être identifiées. Finalement, le dernier objectif de mon projet 
était la confirmation de l’interaction des protéines identifiées, ainsi que la caractérisation 
de celles- ci. Cet objectif est en cours de complétion, et fera l’objet de la maîtrise d ’une 
étudiante actuellement en stage au laboratoire.   Des résultats   préliminaires   ont 
toutefois déjà été obtenus, notamment par des essais de Co-IP. 
2 Matériel et Méthodes 
2.1 Culture Cellulaire 
2.1.1 Mise en culture et passage des différentstypes de cellules 
Les cellules HEK293 et NG108-15 sont mises en culture dans un Petri de 10 cm avec 
10 mL de milieu (Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ; Wisent, Multicell) 
préchauffé à 37°C et complémenté avec 10% de sérum fœtal bovin et 1% d’un mélange de 
pénicilline/streptavidine (+1% hypoxanthine, aminopterin, thymidine, dans le cas des 
cellules NG108-15). Les lavages sont effectués avec 3 mL de phosphate-buffered saline 
1X (Wisent) préchauffé tandis que les cellules sont décollées à l’aide de 1 mL de trypsine 
(Wisent) et resuspendues dans 10 mL total avec du DMEM supplémenté. Dans le cas des 
cellules HEK293 et NG108-15 stables, elles doivent être supplémentées avec de la 
généticine (G418). Les concentrations de G418 utilisées pour le maintien des lignées 
stables des cellules HEK293 et NG108-15 étaient 300 μg/mL et 500 μg/mL, 
respectivement. La majorité des expériences présentées dans mon mémoire ont été 
réalisées dans des cellules HEK293 transfectées de façon transitoire. Des cellules 




également été utilisées dans les expériences de spectrométrie de masse. Les cellules 
NG108-15 présentent l’avantage d’exprimer le récepteur opioïde delta de façon endogène 
(P. Y. Law et al., 1983), en plus d’être plus physiologiquement pertinent que les cellules 
HEK293 puisqu’elles possèdent des caractéristiques neuronales. 
2.1.2 Réalisation des lignées stables NG108-15 
Les différentes lignées stables ont été réalisées dans des cellules HEK293 et 
NG108- 15. Les constructions (pcDNA3 Flag DOP-APEX2 ou pcDNA3 Flag MOP- 
APEX2) ont été transfectées avec la   Lipofectamine 3000 selon   les   recommandations 
de la compagnie. L’antibiotique de sélection G418 (400 mg/ml) a été ensuite ajouté au 
milieu de culture des cellules 48 heures post transfection. Au cours des jours suivants, le 
milieu de culture a été changé régulièrement (tout en conservant le G418) pour éliminer 
les cellules mortes jusqu’au stade d’apercevoir de petits amas cellulaires isolés dans le 
Petri, représentant la division des cellules-filles issues d’une cellule unique. Plusieurs 
clones ont été isolés dans des Petri séparés contenant systématiquement l’antibiotique de 
sélection (100 mg/ml de G418). À confluence, les cellules ont été congelées dans du 
diméthylsulfoxyde et conservées dans de l’azote liquide. 
2.1.3 Transfection 
Pour la majorité des essais de Co-IP ainsi que lors des expériences de MAPK, 
l’agent de transfection X-tremeGENE HP (Roche) fut le plus utilisé. On utilise 1 Petri de 
6cm par condition et 3 μg d’ADN pour les CO-IP et les MAPK. On mélange tout d’abord 
l’agent transfectant, dans un ratio agent : ADN de 1 : 1, avec de l’OPTI-MEM, un milieu 
recommandé pour la plupart des agents de transfection et qui nécessite moins d’ajout de 
suppléments, dans un volume suffisant pour tous les échantillons (200μL d’OPTI-
MEM par condition). Ensuite, on répartit ces mêmes volumes dans les nouveaux tubes 
contenant l’ADN et on laisse incuber 20 minutes sous la hotte. Finalement, on ajoute le 
contenu de chaque tube à son Petri correspondant, préalablement ensemencé la veille 
avec le nombre de cellules souhaité (1 million de cellules), on remu ensuite les Petri à 
quelques répétitions pour bien répandre la solution et on remet dans l’incubateur à 37°C 
pour 48h. Quelques expériences ont été réalisées avec la Lipofectamine 3000 
(Thermofischer) comme agent de transfection. Dans ce cas, le protocole recommandé par 




2.2 Immunobuvardage et co-immunoprécipitation 
2.2.1 Récolte des cellules, extraction des protéines et immunoprécipitation 
Les cellules HEK293/NG108-15 stables ou transitoires sont ensemencées dans 
des Petri de 6 cm à un compte de 1 million de cellules. Au jour 2, un total de 3 µg 
d’ADN des différentes constructions est transfecté en utilisant soit X-tremeGENE HP 
ou Lipofectamine 3000   tel que décrit en 2.3.2. On laisse   le tout incuber   48h puis, 
au jour 4, les cellules sont récoltées   pour en extraire les protéines. Tout d’abord, 
le milieu est aspiré et les cellules sont lavées avec du PBS 1X froid. Ensuite, les 
cellules sont grattées dans du PBS 1X EDTA 2 mM/EGTA 2 mM. Les cellules   sont 
par la suite centrifugées à 3500 rpm pendant 1 minute à 4°C. Le surnageant est 
aspiré et le culot est resuspendu dans 300 µL de tampon de lyse RIPA modifié (150 
mM NaCl, 50 mM Tris pH 8.0, 1% NP-40, 0,5% sodium déoxycholate, 0,1% SDS, 
10 mM Na4PP et 5 mM EDTA) supplémenté d’inhibiteurs de protéases (Complete 
Protease Inhibitor Cocktail Tablets). Le tout est bien mélangé et incubé pendant 1 heure 
avec rotation à 4°C. Puis, les lysats sont centrifugés à 13 000 rpm pendant 20 minutes et 
le culot est retiré pour être jeté. Les échantillons sont ensuite dosés et on récolte 30 µL 
(10%) du total auquel on ajoute 10 µL de tampon Laemmli 4X. Les échantillons sont ensuite 
incubés avec 1 µL d’anticorps FlagM2 (1:300 ; Sigma Aldrich) jusqu’au lendemain avec 
rotation à 4°C. Au jour 4, on poursuit l’immunoprécipitation en ajoutant 30 µL du mélange 
de billes A/G Sépharose (GE Healthcare) pendant 60 minutes avec rotation à 4°C. Ensuite, 
on centrifuge à 4°C à 3000 rpm pendant 1 minute le mélange. On aspire le surnageant et on 
lave 3 fois les billes avec le tampon de lyse. Finalement, on aspire le surnageant du dernier 
lavage et on ajoute 40 µL de tampon Laemmli 4X aux billes pour analyser les échantillons 
par gel SDS-PAGE. 
2.2.2 Immunobuvardage 
Des gels 10% acrylamide sont préparés. Les gels sont migrés à 150 V pendant 80 
minutes puis transférés sur membrane de nitrocellulose à 400 mA (constant) pendant 1 
heure. Les membranes sont ensuite bloquées avec du TBS-Tween 0,1% + Lait 5% pendant 
environ 30 minutes. Pendant le blocage, les anticorps primaires sont préparés dans la même 
solution que le blocage et les membranes sont incubées dans 3 mL de cette solution dans 




anticorps utilisés  au laboratoire sont validés à une dilution 1 :1000 (anti-FLAG), mais 
certains ont une meilleure affinité et demandent des dilutions plus élevées : anti-HA HRP 
(1 :3000), anti- myc HRP (1 :6000) (voir tableau 4 en annexe pour la liste des anticorps). 
Le lendemain, les membranes sont lavées 3 fois 10 minutes avec du TBS-Tween 0,1% 
puis incubées dans une solution de TBS-Tween 0,1% avec 5% lait contenant l’anticorps 
secondaire (souris ou lapin) couplé à la peroxydase de raifort (HRP) 1 : 5000 pendant 
1 heure avec agitation à température pièce. Les membranes sont finalement lavées 
encore 3 fois 10 minutes avec du TBS-Tween 0,1% et révélées par 
électrochimiluminescence (ECL) (GE Healthcare). Lorsque les membranes doivent être 
révélées avec un autre anticorps, par exemple anti-actine, elles sont décapées avec du 
NaOH 0,4 M deux fois 10 minutes avec agitation. On rince brièvement avec de l’eau 
et on lave 5 minutes au TBS-Tween 0,1%. On bloque à nouveau pendant environ 10 
minutes et on répète les étapes à partir de l’incubation de l’anticorps primaire jusqu’à la 
révélation. 
 
2.3 Essais de MAPK 
Afin de déterminer si DOP-APEX2 et MOP-APEX2 étaient capable d’activer une 
voie de signalisation sous l’effet d’un agoniste, j’ai réalisé un test d’activation des MAPK 
ERK1/2. Au jour 1, les cellules HEK293/NG108-15 stables ou transitoires sont 
ensemencées dans des Petri de 6 cm à un compte de 1 million de cellules. Au jour 2, un 
total de 3 µg d’ADN des différentes constructions est transfecté. Au jour 4, les cellules 
étaient traitées avec de la Deltorphine II ou du DAMGO en fonction du récepteur 
transfectées, à une concentration finale de 1μM pendant 0, 1, 3, 5 ,8, 10, 15, 30 et 60 
minutes, à 37°C. Pour arrêter la stimulation et stabiliser le système, les cellules ont été 
lavées avec du tampon Hank’s Buffered Salin (130 mM NaCl, 3,5 mM KCl, 2,3 mM 
CaCl2.2H2O, 0,98 mM MgCl2.6H2O, 5 mM HEPES et 0,5 mM EGTA) à 4°C puis 
incubées 10 minutes sur glace dans du tampon de stabilisation (HBS supplémenté de 0,1 
µM de staurosporine, 1 mM d’orthovanadate de sodium ainsi que de pastilles d’inhibiteurs 
de protéases Complete mini sans EDTA). Les cellules sont ensuite lysées dans 150 μL de 
tampon de lyse (HEPES 2,5 mM, 1% Triton X-100, Staurosporine 1 uM, Na3VO4 1 mM 




ensuite centrifugés 10 minutes à 12 000 rpm, à 4°C. La quantité de protéines présente dans 
le surnageant a été dosée par la méthode de Bradford afin d’utiliser 20 µg de protéines par 
condition. Les protéines ont ensuite été dénaturées dans du tampon Laemmli 4X dilué à 
concentration finale 1X pendant 5 minutes à 100°C avant d’être analysées par 
immunobuvardage ou congelée à -20°C pour utilisation ultérieure. 
2.4 Biotinylation APEX2 
Les différentes constructions ont été surexprimées pendant 60 h avant d’ajouter de 
la biotine-phénol (500 μM, biotine tyramide, Iris Biotech) au milieu de culture pendant 30 
min à 37°C comme décrit précédemment par d’autres (Dumont et al., 2019; Hung et al., 
2016; Lobingier et al., 2017). Les cellules transfectées étaient ensuite stimulées avec de 
la deltorphine II (pour les cellules transfectées DOP) ou du DAMGO (pour les cellules 
transfectées MOP) à une concentration finale de 1 μM pendant 30 min, suivi d’une 
incubation de 1 min avec du peroxyde d’hydrogène (2 mM) afin de permettre la 
biotinylation par APEX2. La réaction a ensuite été arrêtée en aspirant le milieu contenant 
le peroxyde d’hydrogène, puis trois lavages successifs avec un tampon de PBS froid 
contenant des inhibiteurs de biotinylation (azide de sodium 10mM, ascorbate de sodium 
10mM et trolox 5mM). Les cellules sont ensuite récoltées puis lysées dans un tampon 
RIPA froid (50 mM Tris-HCl à pH 7,4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% de 
désoxycholate de sodium, 0,1% SDS, 1 mM DTT, et EDTA 5 mM complété par des 
inhibiteurs de protéases et de phosphatases de Biotool ainsi que des inhibiteurs de 
biotinylation). Les cellules sont ensuite soumises aux ultrasons trois fois (10sec de 
sonication suivi de 30sec de pause) directement dans le RIPA. Les lysats sont ensuite 
centrifugés à 13 000g, 10 minutes, à 4°C, puis les surnageant sont récupérés. 
Des quantités égales de protéines (750 μg) ont été utilisées pour chaque condition 
des essais de biotinylation APEX2. Les échantillons de protéines biotinylées sont mélangés 
avec des billes de streptavidine Sepharose High Performance (GE Healthcare) et incubées 
pendant la nuit à 4°C. Après incubation, les billes sont lavées trois fois avec du tampon 
RIPA froid contenant des inhibiteurs de protéases et 5 fois avec NH4HCO3 (20mM). Les 
protéines sont ensuite réduites avec du DTT (10mM) pendant 30 minutes à 60°C, puis 
alkylées avec de l’iodoacétamide (15mM) pendant 1h. La réaction d’alkylation est ensuite 




gold, Promega) qu’on ajoute aux tubes pour incuber une nuit, sous agitation constante à 
37°C. Les peptides clivés sont ensuite extraits avec 1% d’acide formique suivi d’une autre 
extraction avec 60% d’acide trifluoroacétique (TFA) et 1% d’acide formique. Les 
échantillons sont ensuite séchés dans une centrifugeuse sous vide et remis en suspension 
dans une solution 0,1% d’acide trifluoroacétique. Les échantillons sont ensuite dessalés en 
utilisant des embouts Zip C18 (ZTC18S096, Thermo Fisher), puis remis en suspension 
dans une solution 1% acide formique. 
2.5 Spectrométrie de masse (LC-MS/MS) 
Pour chaque expérience distincte, les échantillons ont été chargés dans un système 
HPLC Dionex Ultimate 3000 nano comme décrit par d’autres (Dubois et al., 2016). Les 
peptides (10 μl, ~ 2μg) ont été remis en suspension dans de l’acide formique (1% v/v), 
chargés à un débit constant de 4 μl/min sur une colonne piège (colonne Acclaim 
PepMap100 C18, 0,3 mmid x 5mm, Thermo Fisher), puis élués. Les échantillons ont été 
chargés sur une nano-colonne PepMap C18 (75μl x 50cm, Thermo Fisher) pendant 4h avec 
débit constant de 200nl/min et un gradient linéaire de 5 à 35% de solvant B (90% 
d’acétonitrile, 0,1% acide formique). Les peptides sont ensuite électropulvérisés dans un 
spectromètre de masse Orbitrap Qexactive (Thermo Fisher) par une source EasySpray 
avec une tension de pulvérisation de 2,0 kV et la température de la colonne à 40°C. 
L’acquisition de spectres MS à balayage complet (m / x 350-1600) a été réalisée avec une 
résolution de 70 000 en utilisant 1 000 000 d’ions. Les peptides utilisés pour les spectres 
MS/MS étaient basés sur les 10 pics les plus élevés obtenus par fragmentation par 
dissociation collisionnelle à plus haute énergie. La résolution pour le MS/MS a été fixée 
à 17 500 pour 50 000 ions, et l’énergie pour la collision normalisée a été fixée à 35%. 
Un maximum de 250 ms pour les balayages complets et 60ms pour les balayages MS/MS 
a été défini pour le temps d’injection. La version 2.2 SP1.48 de Xcalibur a été utilisée 
pour générer l’acquisition de données. 
2.6 Analyse bioinformatique 
La quantification des protéines a été réalisée en utilisant le logiciel MaxQuant 
(Cox & Mann, 2008) en mode quantification sans étiquette (LFQ). Les fichiers bruts 
ont été comparés aux bases de données de rat et de souris de UNIPROT dans le cas des 




provenaient de cellules HEK293. Le seuil minimum de découverte des peptides et des 
protéines a été fixé à 0,05. Un seuil minimal de 3 peptides uniques et une couverture de 
10% minimale ont été ajoutés à l’analyse pour éliminer les protéines non spécifiques. Les 
intensités LFQ de toutes les conditions ont été comparées au contrôle approprié (par 
exemple FLAG DOP APEX2 ou FLAG DOP APEX2 stimulé) et le facteur 




Figure 3: Représentation schématique illustrant le continuum technique d’identification des partenaires 














2.7 Transfert d’énergie de résonance de bioluminescence (BRET) 
Au jour 1, des cellules HEK293 sont ensemencées dans des plaques à 6 puits à un 
compte de 500 000 cellules par puits. Au jour 2, le biosenseur désiré est transfecté à l’aide 
de l’agent PEI (ratio PEI : ADN de 3 :1) en suivant le protocole donné par le fabricant. Au 
jour 3, les cellules sont transférées dans une plaque 96-puits après avoir été lavées au PBS 
1X, décollées avec de la trypsine, puis ensemencées à un compte de 75 000 cellules par 
puits dans cette nouvelle plaque. Au jour 4, le tampon pour le BRET (10 mM HEPES, 1 
mM CaCl2, 0,5 mM MgCl2, 4,2 mM KCl, 146 mM NaCl et 5,5 mM glucose) est chauffé 
et les ligands sont préparés à une concentration de 10-5M. Les cellules sont ensuite 
préparées en remplaçant le milieu par 80 µL de tampon BRET. Dans le cas où on 
veut voir une évolution dans le temps, on prépare ensuite le volume nécessaire pour la 
coelentérazine 400A à 50 µM. On ajoute 10 µL de ce mélange par puits pour avoir 5 µM 
final par puits. On établit ensuite la ligne de base en lisant la plaque pendant 2 minutes 
avec des lectures toutes les 30 secondes. On ajoute ensuite 10 µL de ligand 10X, 
généralement à 10-6M final, ou du tampon BRET pour les points non stimulés. On effectue 
ensuite des lectures toutes les 30 secondes ou 1 minute pendant 15 minutes. On 
analyse le tout avec le ratio de BRET accepteur sur donneur au cours du temps. Dans 
le cas où on veut voir le point final, on ajoute 10 µL de ligand 10X et on incube à 37°C 
pendant un temps dépendant du biosenseur utilisé. La coelentérazine est ajoutée de la 
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même façon, puis la lecture est prise immédiatement suivant son ajout. On analyse ensuite 




3.1 Caractérisation des constructions chimères 
Puisque APEX2 est une protéine de 27kDa, il était important de déterminer si son 
ajout en C-terminal des constructions MOP et DOP allait entraver leur expression. L’ajout 
d’APEX2 en C-terminal de certains RCPG, dont DOP, a déjà été réalisé par d’autres 
groupes (Awoniyi et al., 2020; Lobingier et al., 2017; Paek et al., 2017) et n’entravait pas 
l’expression de ces récepteurs. Par contre, APEX2 n’a jamais été combiné au MOP, à ma 
connaissance. Afin de valider l’expression des différentes chimères, des cellules HEK293 
ont été transfectées avec les différentes constructions pcDNA3, FlagDOP, FlagDOP-
APEX2, FlagMOP et FlagMOP-APEX2. Un immunobuvardage a ensuite été réalisé sur 
les protéines extraites des cellules transfectées à l’aide d’un anticorps Flag, ciblant 
l’étiquette moléculaire présente sur chacune des constructions, mis à part le vecteur vide 
pcDNA3 (contrôle négatif). Les protéines ont ensuite été migrées sur des gels de 
polyacrylamide 10% avant d’être transférées sur une membrane de nitrocellulose. Les 
anticorps Flag associés aux étiquettes ont ensuite été révélés à l’aide d’anticorps anti-lapin 
couplés à HRP. Comme on peut le voir dans la figure 4, la colonne contenant la 
construction pcDNA3 sans l’étiquette Flag est la seule colonne dans laquelle aucune 
protéine n’est visualisée. Les colonnes 2 et 4 contenants FlagDOP et FlagMOP, 
respectivement, présentent des patrons de bandes typiques lors de la visualisation du DOP 
et du MOP avec un anticorps Flag. Les colonnes 3 et 5 contenants FlagDOP-APEX2 et 
FlagMOP-APEX2, respectivement, présentent des patrons de bandes semblables à ceux 
des colonnes des constructions homologues non couplées à APEX2, mais avec un poids 
moléculaire plus élevé dû à l’enzyme de 27kDa. Il est important de noter que plusieurs 
bandes de poids moléculaires inférieurs sont présentes sur la figure. Celles-ci seront discuté 
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Figure 4: Vérification de l'expression des différentes constructions APEX2 par immunobuvardage. Des 
cellules HEK293 ont été transfectées avec les constructions pcDNA3, FlagDOP, FlagDOP-APEX2, FlagMOP 
ou FlagMOP-APEX2.  Les cellules ont été lysées 48h post-transfection et l’immunobuva rda ge a été effectué avec 
l’anticorps Fla g poly lapin, puis révélé avec un anticorps anti-lapin couplé à HRP. Résultats représentatifs 











Après avoir vérifié que l’ajout d’APEX2 en C-terminale du MOP et du DOP 
n’empêchait pas leur expression dans des cellules HEK293, nous souhaitions nous assurer 
que la fonctionnalité des récepteurs chimères n’était pas réprimée. Pour ce faire, nous avons 
fait des tests de cinétique d’activation de la voix des MAPK. Des cellules HEK293 ont été 
transfectées avec FlagDOP, FlagDOP-APEX2, FlagMOP ou FlagMOP-APEX2. 48h 
après la transfection, les cellules ont été stimulées à rebours par de la deltorphine II pour les 
cellules transfectées avec le récepteur delta, et avec du DAMGO lorsque c’étaient des 
cellules transfectées avec le récepteur mu (0, 1, 3, 5, 10, 15, 30 et 60 minutes). Les cellules 
ont ensuite été lysées, puis les protéines séparées et analysées par SDS-PAGE avec des 
anticorps p-p44/42 pour évaluer les niveaux de phosphorylation des kinases p44/42, 
puis les protéines ont été révélées avec un anticorps anti-lapin couplé à HRP. Un anticorps anti- 
p44/42 a ensuite été utilisé afin de visualiser la quantité totale de MAPK présent dans 


























   
 
 













































Blot : p44/42 
Blot : p-p44/42 
Blot : p-p44/42 
Blot : p44/42 
Figure 5: Activation de la voie des MAPK lors de la stimulation des constructions FD, FDA, FM et FMA. Des 
cellules HEK293 ont été transfectées avec les constructions Flag DOP (A), Flag DOP-APEX2 (B), Flag MOP (C) 
ou Flag MOP-APEX2 (D). 48h post-transfection, les cellules ont été traitées à des temps différents avec du DAMGO 
(FM, FMA) ou de la deltorphine II (DeltII) (FD, FDA), ou un véhicule dans le cas du puit 1. Les cellules ont ensuite 
été lysées, puis l’activation des p44/42 a été détectée par immunobuvardage à l’aide d’un anticorps anti-p42/44 
phosphorylé ou un anticorps anti-p42/44 pour mesurer les ERK1/2 totaux. Les ERK1/2 totaux agissent comme 
contrôle de la quantité de protéines déposée par puits. Les graphiques représentent la quantification densitométrique 








Puisque la stimulation des récepteurs FDA et FMA semble activer la voie des MAPK avec 
une cinétique d’activation similaire à celle décrite dans la littérature (Trapaidze et al., 
2000), nous avons conclu que les récepteurs étaient toujours fonctionnels, malgré 
l’addition d’APEX2 en C-terminal de ceux-ci. Il est important de noter que je n’ai fait 
aucun test permettant de visualiser la localisation intracellulaire des récepteurs chimères, 
mais que l’apparente stimulation des récepteurs par des agonistes peptidergiques ne 
pénétrant pas la membrane plasmique suggère qu’au moins une certaine proportion 
des récepteurs est exportée à la membrane. 
L’étape suivante pour la caractérisation des constructions était de vérifier si 
APEX2 était fonctionnel et pouvait bel et bien biotinyler les protéines adjacentes aux 
récepteurs auxquels il est couplé, et ce, de façon spécifique. Pour répondre à cette question, 
j’ai réalisé des essais de biotinylation, dans laquelle j’activais APEX2 par l’addition de 
peroxyde d’hydrogène directement dans le milieu de culture de mes cellules, alors que le 










Figure 6: La biotinylation des protéines à proximité des récepteurs opioïdes mu et delta par APEX2 dépend du 
peroxyde d’hydrogène. Des cellules HEK293 ont été transfectées avec les constructions FDA (colonnes 2 et 3) ou 
FMA (colonnes 4 et 5). 48h post-transfection, les cellules ont été incubées dans du milieu de culture contenant de 
la biotine-phénol (500μM, 30mins), avant l’addition de peroxyde d’hydrogène (H 2O2, 2mM, 1min) dans les colonnes 
1, 3 et 5 afin d’activer APEX2. Les colonnes 2 et 4 ont reçu l’addition de véhicule (PBS) à la place du peroxyde 
d’hydrogène. Les lysats ont ensuite été analysés par SDS-PAGE, avant d’être visualisés par l’utilisation de la 
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Maintenant que nous avions confirmé que la biotinylation APEX2 dépend de la présence de H2O2, nous 
avons voulu vérifier si elle dépendait également de la présence de biotine-phénol. Pour tester cette 
hypothèse, j’ai réalisé la même expérience de biotinylation que précédemment (Figure 6), en modulant 
cette fois-ci la présence ou non de la biotine-phénol dans le milieu d’incubation des cellules pendant 30 
minutes. Les cellules non exposées à la biotine-phénol sont à la place incubée dans un milieu de culture 
complet, identique aux autres, sans biotine-phénol. Lorsque combiné, les résultats de ces deux expériences 
(Figures 6 et 7) montrent que la biotinylation observée est le résultat de l’activation d’APEX2 et dépend 
de la présence concomitante de biotine-phénol et de peroxyde d’hydrogène, tel que décrit précédemment 
















































































































Figure 7: La biotinylation des protéines à proximité des récepteurs opioïdes mu et delta dépend de la présence 
de biotine-phénol. Des cellules HEK293 ont été transfectées avec les constructions pcDNA3, p-eGFP, FlagDOP, 
FlagDOP-APEX2, FlagMOP ainsi que FlagMOP-APEX2. Le milieu cellulaire a été substitué pour du DMEM 
complet contenant de la Biotine-Phénol (500µM, 30mins) pour tous les échantillons. Du peroxyde d’hydrogène 
(2mM, 1min) a été ajouté aux cellules de la figure A préalablement à la lyse, alors qu’un contrôle PBS a été ajouté 
aux cellules de la figure B. Les cellules ont ensuite été récoltées, lysées et ensuite analysées par SDS-PAGE avant 
d’être visualisées par l’utilisation de streptavidine couplée à HRP. 
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Tableau 1 : Nombre de clones totaux des différentes constructions stables pour les lignées cellulaires 
NG108-15 
3.2 Génération de lignées cellulaires NG108-15 stables 
Après avoir déterminé que mes constructions FDA et FMA étaient fonctionnelles 
autant au niveau de l’activité des récepteurs que celle d’APEX2, nous avons voulu 
transitionner dans un modèle physiologiquement plus pertinent, soit des lignées cellulaires 
NG108-15. Les NG108-15 sont des cellules neuronales et donc plus physiologiquement 
pertinentes pour l’étude des récepteurs aux opioïdes et de leurs partenaires d’interactions 
que les HEK293. Des cellules NG108-15 ont été transfectées avec la Lipofectamine 3000 
selon les recommandations de la compagnie. L’antibiotique de sélection G418 (généticine 
; 400 mg/ml) a été ensuite ajouté au milieu de culture des cellules 48 heures post 
transfection. Plusieurs clones ont ensuite été isolés dans des Petri 100mm. Les cellules ont 
ensuite été identifiées pour utilisation ultérieure. Plusieurs clones positifs pour les 
constructions FlagDOP et FlagMOP ont été identifiés par immunoprécipitation, mais seuls 
1 et 2 clones positifs ont été identifiés pour les constructions FlagMOP-APEX2 et 
FlagDOP-APEX2, respectivement (tableau 1). Pour l’ensemble des clones testés, les 
niveaux d’expression ont été normalisés selon la quantité de protéines présente et ont 
été comparés au patron de bandes du contrôle négatif, soit des cellules NG108-15 
exprimant de façon stable le vecteur vide pcDNA3. 
 FD FM FMA FDA 
Nombre de clones total 26 31 25 28 
Clones positifs 7 9 1 2 







Figure 8: Identification de clones positifs pour les constructions FDA et FMA par immunoprécipitation. Les différents 
clones ayant poussés à partir d’une cellule unique exposée à l’antibiotique de sélection G418 ont été lysés,  puis l'étiquette 
moléculaire Flag a été immunoprécipité par des billes d'agarose (A/G PLUS, Santa Cruz Biotechnology). Les proteines 
ont ensuite été analysées par SDS-PAGE en utilisant un anticorps anti-Flag provenant  d’un lapin, puis un anticorps anti-
lapin couplé à HRP. 
 
Suite à l’évaluation de l’expression de FMA et FDA par immunobuvardage, les clones #25 
(FMA) et #28 (FDA) ont été sélectionnées. Une immunoprécipitation a été nécessaire afin 
d’identifier les clones positifs puisque l’expression des récepteurs n’était pas suffisante pour 
permettre leur visualisation lors de mon essai d’immunobuvardage sur des lysats cellulaires 
totaux. L’allure des cellules, leur vitesse de croissance ainsi que leur morphologie ont 
également été prises en compte lors de la sélection des clones. Les clones choisis ont ensuite 
été remis en culture dans plusieurs Petri, puis, lorsqu’à confluence, ceux-ci ont été congelés 

















































# Clones FMA : 




3.3 Identification de partenaires d’interactions potentiels des récepteurs DOP et MOP 
par spectrométrie de masse 
À partir d’un lysat de cellules HEK293, les protéines biotinylées par APEX2 ont 
été purifiées par des billes de streptavidine puis digérées avec de la trypsine avant d’être 
identifiées par spectrométrie de masse.   Les   peptides ainsi   identifiés ont   été triés, 
puis analysés par PANTHER et   comparés   aux   bases   de   données   UniProt, 
BioGRID et Bioplex (Figure 9). Ces plateformes permettent d’organiser les différentes 
protéines identifiées par classes, nous laissant les séparer en fonctions, par exemple, des 
voies de signalisation dans lesquelles elles sont impliquées. De plus, j’ai validé la 
présence, parmi les protéines identifiées, de certaines protéines qui sont bien connues 
comme étant des partenaires d’interactions des récepteurs MOP et DOP (Tableau 2). Dans 
le cadre de ma maîtrise, nous nous sommes principalement intéressés aux protéines 
impliquées dans la régulation du transport intracellulaire des récepteurs MOP et DOP 
puisque la compréhension des mécanismes responsables des différences de transport 
intracellulaire des récepteurs mu et delta est un sujet de recherche important du laboratoire 
(Beaudry et al., 2015; Charfi et al., 2018; Degrandmaison et al., 2020; St-Louis et al., 
2017). Le Tableau 3 montre la liste des protéines identifiées par spectrométrie de masse 
(N=1) et qui sont impliquées dans le transport intracellulaire de certaines protéines. Seules 
les protéines présentant un facteur d’augmentation ou   de diminution (condition stimulée   
sur   non stimulée) de >1,5 ou de <0,5 pour les conditions FMA et FDA sont présentées. 
Le tableau 2 illustre l’identification de certaines protéines importantes dans la 
signalisation du DOP par différentes techniques et sera discuté plus en détail dans la 












Gαo ✓ Co-IP (P.-Y. Law & Loh, 
1999) 
Gαi - Co-IP (P.-Y. Law & Loh, 
1999) 
Calnexin ✓ Co-IP (Leskelä, 2007) 
COPA ✓ LC-MS/MS (St-Louis et al., 
2017) 
CCT7 ✓ Co-IP (Génier et al., 2016) 
ATP2A2 ✓ Co-IP (Tuusa et al., 2010) 
Tableau 2: Validation de la technique d’identification par APEX 2 de partenaires protéiques connus des récepteurs 
opioïdes mu et delta. 





















Figure 9: Comparaison des proteins identifiées par APEX 2 et LC-MS/MS avec les protéomes des récepteurs opioïdes 
mu et delta tels que défini par les bases de données BioGRID et Bioplex. OPRM1: Opioid Receptor Mu 1. OPRD1: Opioid 









CNIH4  X  75,35 
RAB3C X  X 0.09 38 
ANXA7 X X 0.03 4.82 
FLOT2 X X 0.3 4.39 
FLOT1 X X 0.17 4 
PRKD1  X  3.79 
ARF4  X  3.1 
TMEM33  X  2.24 
RAB13  X  2.18 
PDCD6  X  1.99 
ERLIN2  X  1.94 
COPB1 X X 0.08 0.5 
HSPA8 X X 0.36 0.499 
RAB11A X X 0.3 0.47 
SCAMP3 X X 0.11 0.46 
COPB2 X  0.43  
COPG1 X X 0.12 0.42 
RAB10  X  0.39 
AP2M1 X X 0.06 0.39 
RAB5C  X  0.33 
SEC11A  X  0.33 
RAB21 X X 0.24 0.32 
AP1G1  X  0.29 
COPZ1 X X 0.2 0.26 
RAB14 X X 0.31 0.25 
SEC23A X X 0.18 0.25 
RAB5B  X  0.22 
PRAF2  X  0.2 
PACSIN2  X  0.15 
COPE  X  0.15 
TMED10  X  0.13 
SEC13 X X 0.07 0.12 
AP3S1  X  0.12 




AP3M1  X  0.05 
SEC22B  X  0.04 
RAB1A  X  0.03 
STON2 X  0.49  
AP1M1 X  0.39  
PDCD6IP X  0.33  
RAB7A X  0.33  
RAB6A X  0.29  
COPA X  0.28  
SMAP X  0.25  
CLTC X  0.24  
RAB1B X  0.23  
CTTN X  0.14  
RAB2A X  0.13  
CHMP4B X  0.12  
AP3D1 X  0.1  
AP2A2 X  0.06  
SEC23B X  0.03  
CLINT1 X  0.03  
SAR1A X  0.03  
SEC31A X  0.02  
Tableau 3: Partenaires potentiels des récepteurs MOP et DOP identifiés par spectrométrie de masse. Cette analyse 




3.4 Les sous-unités COPβ1 et COPβ2 de COPI interagissent avec DOP dans des cellules 
HEK293 
Suite à la filtration des données de spectrométrie de masse afin de faire ressortir 
les protéines impliquées dans le trafic intracellulaire, nous avons voulu valider les résultats 
obtenus en confirmant l’interaction entre le complexe protéique COPI, identifié dans le 
groupe FDA, et DOP. Cette interaction a déjà été montrée par le passé dans la littérature, 
ce qui me permet de vérifier la validité des résultats obtenus par spectrométrie de masse. 
Pour ce faire, nous avons co-immunoprécipité DOP, puis avons révélé les étiquettes 
moléculaires présentes sur les sous-unités de COPI COPβ1 et COPβ2, soit Myc et HA, 
respectivement (Figures 10 et 11). Cette expérience a été réalisée dans un contexte de 
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Figure 10: La protéine COPβ2 interagit avec DOP par Co-Immunoprécipitation dans des cellules HEK293 transfectées 
de façon transitoire. Des cellules HEK293 ont été transfectées avec les constructions FlagDOP, COPβ2-HA ou une co-
transfection des deux constructions. Les cellules ont ensuite été stimulées par l’ajout de Deltorphine II directement dans le 
milieu de culture, à concentration finale de 1µM. Les cellules ont été lysées 48h post-transfection et la co-
immunoprécipitation a été réalisée avec l’anticorps Flag M2. Les protéines sont ensuite révélées avec un anticorps contre 
leur   étiquette moléculaire respective. Le panneau du haut représente la révélation du récepteur DOP et le panneau du 
bas révèle la protéine COPβ2. Le résultat est représentatif d’au moins 3 expériences indépendantes.   
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3.4.1.1 La protéine CNIH4 interagit avec le récepteur opioïde delta dans des cellules HEK293 
 Une protéine identifiée dans la spectrométrie de masse et qui semble particulièrement 
intéressante est la protéine CNIH4. En effet, cette protéine est ressortie très fortement 
dans l’expérience de biotinylation APEX2 et avait déjà été détectées par une collègue du 
laboratoire dans des essais de spectrométrie de masse issue de tissus de souris. Nous 
avons donc voulu confirmer l’interaction entre le récepteur delta et celle-ci par co- 
immunoprécipitation. Nous avons donc transfecté des cellules et immunoprécipité flag 
(DOP) et HA (CNIH4) (Figures 12 et 13, respectivement), puis avons révélé les étiquettes 

























Figure 11: La protéine COPβ1 interagit avec le DOP par Co-Immunoprécipitation dans des cellules HEK293 
transfectées de façon transitoire. Des cellules HEK293 ont été transfixées avec les constructions FlagDOP, 
COPβ1-Myc ou une co-transfection des deux constructions. Les cellules ont ensuite été stimulées par l’ajout de 
Deltorphine II directement dans le milieu de culture, à concentration finale de 1µM. Les cellules ont été lysées 48h 
post-transfection et la co-immunoprécipitation a été réalisée avec l’anticorps Flag M2. Les protéines sont ensuite 
révélées avec un anticorps contre leur étiquette moléculaire respective. Le panneau du haut représente la révélation 
du récepteur DOP et le panneau du bas révèle la protéine COPβ1. Le résultat est représentatif d’au moins 3 
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Figure 12: La protéine CNIH4 interagit avec le récepteur delta par Co-Immunoprécipitation dans des cellules 
HEK293 transfectées de façon transitoire. Des cellules HEK293 ont été transfectées avec les constructions FlagDOP, 
CNIH4-HA ou une co-transfection des deux constructions. Les cellules ont été lysées 48h post-transfection et la co-
immunoprécipitation a été réalisée avec l’anticorps Flag M2. Les protéines sont ensuite révélées avec un anticorps contre 
l’étiquette moléculaire HA. La stimulation a été effectuée avec de la deltorphine II (1µM). Le résultat est représentatif 
de 2 expériences indépendantes. 
Figure 13: La protéine CNIH4 interagit avec le récepteur delta par Co-Immunoprécipitation dans des cellules HEK293 
transfectées de façon transitoire. Des cellules HEK293 ont été transfectées avec les constructions FlagDOP, CNIH4-HA 
ou une co-transfection des deux constructions. Les cellules ont été lysées 48h post-transfection et la co-immunoprécipitation 
a été réalisée avec l’anticorps HA. Les protéines sont ensuite révélées avec un anticorps dirigé contre l’étiquette 
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L’ensemble de mes travaux de maîtrise visait le développement d’une technique 
d’étiquetage moléculaire qui nous permettrait de mieux comprendre les mécanismes 
de transmission des signaux intracellulaires des récepteurs opioïdes mu et delta, et 
l’identification éventuelle de partenaires protéiques potentiels de ceux-ci. Avec la crise 
des opioïdes qui fait rage en Amérique depuis déjà quelques années (Krausz & Jang, 
2018), combinées aux effets secondaires reliés à l’utilisation de nos analgésiques les 
plus puissants et les plus couramment utilisés à ce jour (Rogers et al., 2013), il est 
important de continuer la recherche sur le développement de traitements plus efficaces 
contre la douleur. Comme mentionné en introduction, les effets indésirables liés à 
l’utilisation d’opioïdes sont fondamentalement dus aux cascades de signalisation 
engendrées lors de la stimulation de ceux-ci, et donc, ultimement, aux partenaires 
d’interaction impliqués (Al-Hasani & Bruchas, 2011). Pour nous permettre d’interroger 
les différents partenaires de DOP et MOP, nous avons souhaité utiliser la technique de 
biotinylation de proximité APEX2. Cette technique est bien documentée dans la 
littérature et a été montrée comme étant une approche puissante qui, lorsque combinée 
à la spectrométrie de masse, permet d’identifier de façon très spécifique les différentes 
protéines interagissant avec une cible d’intérêt (Bersuker & Olzmann, 2019; Singer‐
Krüger et al., 2020; Trinkle-Mulcahy, 2019), par exemple le récepteur DOP (Lobingier 
et al., 2017). 
La signalisation des RCPGs dépend directement du nombre de récepteurs 
présent à la surface cellulaire, qui est lui-même dépendant du transport intracellulaire de 
ce récepteur. Le transport de la majorité des récepteurs couplés aux protéines G à la 
surface cellulaire demande plusieurs étapes critiques de contrôle de la qualité, ainsi que 
des modifications post traductionnelles (MPT) dans le réticulum endoplasmique et 
l’appareil de Golgi. Contrairement à la majorité des RCPGs, certains récepteurs ne sont 
pas repliés et exportés correctement à la surface cellulaire. En conséquence, une grande 
portion de ces récepteurs est retenue au niveau intracellulaire et empruntent la voie de 
la dégradation (Tao & Conn, 2014). Parmi ces récepteurs, on retrouve notamment les 




opioïdes delta (Petäjä-Repo et al., 2000) et plusieurs autres. Le bon repliement ainsi 
que la bonne maturation des récepteurs couplés aux protéines G dans le réticulum 
endoplasmique représentent les étapes clés limitantes de l’export des récepteurs à la 
membrane (Markkanen & Petäjä-Repo, 2008). Comme c’est le cas avec la grande 
majorité des RCPGs, les MPT des récepteurs aux opioïdes sont critiques pour leur bon 
repliement et transport à la surface. Parmi les MPT qui jouent des rôles clés dans la 
signalisation des récepteurs aux opioïdes, on retrouve la glycosylation, la lipidation 
(palmitylation) la phosphorylation et l’ubiquitination. 
La glycosylation est une réaction enzymatique consistant à lier de façon 
covalente un glucide à une chaîne peptidique. Il existe deux types de glycosylation, soit 
la liaison d’une molécule de sucre à un atome d’azote d’un résidu asparagine (N-
glycosylation), ou bien la liaison d’une molécule de sucre à un atome d’oxygène d’une 
sérine ou d’une thréonine (O- glycosylation) (Ohtsubo & Marth, 2006). L’étape initiale 
de glycosylation est réalisée de façon co-translationnelle dans le réticulum 
endoplasmique, puis est suivie de la formation d’assemblages complexes   de 
monosaccharides (glucides) dans   l’appareil de Golgi. La glycosylation des récepteurs 
MOP et DOP est particulièrement importante puisqu’elle a été reliée à des différences 
d’affinités pour certains ligands (Bond et al., 1998; Miller et al., 2004), en plus 
d’être impliquée dans la dynamique d’expression des récepteurs à la membrane à 
l’état basal, et donc de l’abondance des récepteurs disponibles pour la signalisation (Ge 
et al., 2009; Huang et al., 2012; Markkanen & Petäjä- Repo, 2008). De façon 
intéressante, certaines études de mutants ne pouvant pas être glycosylés sur certains 
acides aminés ont montré qu’ils avaient un plus grand taux d’internalisation en 
comparaison avec les récepteurs de type sauvage (Markkanen & Petäjä-Repo, 2008). 
Prises ensemble, ces études suggèrent que la glycosylation peut affecter la 
signalisation et la maturation des récepteurs aux opioïdes. 
Les modifications lipidiques se caractérisent par l’attachement covalent d’acides 
gras sur certaines régions distinctes de protéines. Il existe trois types de modifications 
par des acides gras : la N-myristoylation, la palmitylation et l’isoprénylation (Resh, 




les RCPGs (Qanbar & Bouvier, 2003). La palmitylation est un événement hautement 
dynamique qui dépend de l’activité des différentes acyltransférases et thioestérases 
qui la régulent. La palmitylation des RCPGs joue un rôle très important dans leur 
ancrage aux différentes membranes cellulaires. Dans le cas de récepteurs aux opioïdes, 
la palmitylation facilite l’homodimérisation et le couplage/activation des protéines G. 
De plus, certains mutants du récepteur mu présentant un profil de palmitylation 
moindre que le récepteur sauvage ont montré une diminution de signalisation, 
notamment une diminution de l’activation de la voie des MAPK (Zheng et al., 2012). 
De façon similaire, la palmitylation du récepteur delta est importante pour le trafic de 
celui-ci vers la membrane plasmique, alors qu’une diminution de la palmitylation du 
DOP entraine une diminution de son expression à la surface cellulaire (Petäjä-Repo et 
al., 2006). 
La phosphorylation est l’une des MPT les plus fréquentes. La phosphorylation des 
RCPGs affecte leur dynamique de signalisation. Étant donné l’importance de la 
phosphorylation dans le contrôle d’une multitude de cascades de signalisation, il n’est 
pas surprenant qu’elle fasse l’objet d’un très grand nombre de recherches. Les sites de 
phosphorylation dans les récepteurs opioïdes sont majoritairement situés dans les 
boucles intracellulaires et la queue C-terminale de ceux-ci. La majorité des études sur 
l’effet de la phosphorylation de DOP et MOP ont particulièrement étudié l’effet de la 
phosphorylation sur certains résidus clés, impliqués notamment dans la modulation de 
la désensibilisation, le recyclage et l’analgésie (Arttamangkul et al., 2019; Kouhen et al., 
2001), et ont montré que la phosphorylation a un rôle très important dans la régulation 
de chacun de ces aspects. 
L’ubiquitination des récepteurs aux opioïdes est bien connue pour être impliquée 
dans la régulation de l’endocytose et de leur dégradation (Chaturvedi et al., 2001; Groer 
et al., 2011; Petäjä-Repo et al., 2001). Entre autres, le mauvais repliement du DOP ou 
du MOP peut entrainer leur ubiquitination et éventuellement leur dégradation par le 
protéasome. L’ubiquitination de MOP est ligand spécifique et suggère donc qu’elle 
pourrait avoir un rôle dans la signalisation biaisée de MOP (Hislop et al., 2011). Dans 




compartiments intracellulaires. Lors de la maturation de celui-ci, son ubiquitination agit 
comme un contrôle qualité; son mauvais repliement entraînera son ubiquitination, 
l’étiquetant essentiellement vers la voie de dégradation protéosomale (Petäjä-Repo et 
al., 2000). 
Comme nous pouvons le voir, les MPT font partie intégrale du système de 
modulation de l’expression et du trafic intracellulaire des récepteurs aux opioïdes, et 
même de leur signalisation. Bien qu’étant la cible exhaustive de plusieurs études, 
l’ampleur des effets des MPT sur plusieurs récepteurs, dont les récepteurs opioïdes, 
reste encore floue. De plus, bien qu’expliquant en partie les différences notables dans 
l’expression et le transport du DOP et du MOP, il n’en reste pas moins que ces 
différences sont fondamentalement dues aux protéines qui interagissent avec ces 
récepteurs. En effet, bien que les MPT dictent les différentes protéines qui pourront ou 
non interagir avec nos récepteurs d’intérêts, ce sont ultimement ces protéines qui 
médient ces différences. En ce sens, mon projet de maîtrise visait à caractériser les 
protéomes spécifiques au MOP et au DOP, dans leur état basal, et suite à leur 
stimulation. 
Bien que la détection et l’identification de partenaires protéiques de cibles 
d’intérêt soient cruciales pour nous aider à comprendre les rôles et les mécanismes de 
régulation de ces cibles d’intérêt (S. Han et al., 2017), les méthodes employées 
échouent bien souvent à détecter les interactions transitoires et/ou de faible intensité. 
La méthode de biotinylation de proximité par APEX2 propose l’avantage d’une 
détection potentiellement plus spécifique dû au « crosslinking » et au niveau de 
fractionnement protéique moindre, ainsi qu’une sensibilité accrue permettant la 
détection des interactions habituellement non détectées (transitoires et/ou de faibles 
intensités) (Loh et al., 2016). De plus, APEX2 permet la détection d’une multitude de 
protéines en un seul essai, contrairement à certaines autres techniques, par exemple la 
co-immunoprécipitation. 
La première étape de mon projet était le clonage d’APEX2 en C-terminale du DOP 
et du MOP et la caractérisation de l'intégrité de ces constructions en transfectant les 




immunobuvardage. Suite à leur caractérisation, nous avons procédé à la biotinylation, 
enrichissement puis identification par spectrométrie de masse des protéines 
interagissant avec DOP et MOP. Une analyse des différentes protéines identifiées de 
cette façon a ensuite été réalisée à l’aide de différents outils d’ontologie génique, 
facilitant ainsi l’identification de partenaires potentiels qui nous semblait intéressant. 
La technique d’identification par APEX2 a été confirmée par des co-
immunoprécipitation sur COPβ1 et COPβ2, deux protéines partenaires de DOP et MOP 
bien caractérisées dans la littérature. Finalement, une protéine intéressante a été 
identifiée, et des tests afin de mieux la caractériser ont été entrepris et feront le sujet 
d’études futures dans le laboratoire. 
4.1 Caractérisation des récepteurs FMA et FDA 
4.1.1 Expression des constructions 
Nous avons d’abord cloné APEX2 en C-terminal des constructions FlagDOP et 
FlagMOP de rat que nous possédions déjà au laboratoire. L’ajout d’un « linker » I-E-F-
S-G- S (Figure 2) entre le récepteur et APEX2 est basé sur la construction FDA 
utilisée dans le laboratoire des docteurs Von Zastrow et Krogan (Lobingier et al., 
2017). Les niveaux d’expression des constructions APEX2 ont été liés à la longueur 
du « linker » le séparant de la protéine d’intérêt (Sastri et al., 2017). Bien que 
l’expression du récepteur delta ne semblait pas être affectée par l’ajout d’APEX2 en 
C-terminal, tel que montré précédemment (Lobingier et al., 2017), celle du récepteur 
opioïde mu n’a jamais été testée dans des cellules HEK293. Pour cette raison, nous 
avons évalué l’expression des récepteurs par immunobuvardage sur l’étiquette Flag. 
Comme attendu, aucune bande n’a été détectée dans la colonne 1 du contrôle pcDNA3, 
alors qu’on observe dans les colonnes 2 et 4 des patrons de bandes typiques lors de 
la visualisation des récepteurs mu et delta. DOP et MOP ont des poids moléculaires 
respectifs de 41 et 46 kDa. Les autres bandes observées sont majoritairement le 
résultat de la glycosylation des récepteurs, témoignant de la maturation de ceux-ci 
(Petäjä-Repo et al., 2000(Kasai et al., 2011). Par contre, la concentration d’anticorps, 
la qualité des inhibiteurs de protéases ainsi que la condition des cellules lors de leur 
culture peuvent tous contribuer à cette présence de bandes de faibles poids moléculaires. 




certaines de ces bandes. Conceptuellement parlant, il serait important d’optimiser les 
conditions expérimentales puisque des différences de dégradation observée dans les 
immunobuvardages pourraient signifier que l’ajout d’APEX2 à DOP et MOP modifie 
leur adressage et/ou maturation. Il est à noter que de plus en plus d’études montrent que 
DOP et MOP peuvent former des oligomères, et donc il est possible que certaines des 
bandes observées soient dues à l’oligomérisation des récepteurs, particulièrement dans 
le contexte où ils sont fortement surexprimés   par   la transfection (Ong & Cahill, 
2014). Pour sa part, APEX2 possède un poids moléculaire non négligeable de 27 
kDa (Lam et al., 2015), et cela est reflété dans le patron de bandes décalées vers le 
haut dans les colonnes 3 et 5, correspondant aux échantillons   FDA et FMA, 
respectivement. 
 
4.1.2 Fonctionnalité des récepteurs 
Le   fait   qu’on   observe   une   expression   des    récepteurs    lors    des 
expériences d’immunobuvardage dans des cellules HEK293 ne signifie pas pour autant 
que les récepteurs sont fonctionnels. Pour tester leur fonctionnalité, nous avons fait des 
expériences d’activation des MAPK suite à la stimulation des récepteurs par des 
ligands peptidiques. Puisque les cellules NG108-15 expriment de façon endogène le 
récepteur DOP, nous avons choisi de mener ces expériences dans les cellules 
HEK293. Lors de la stimulation du DOP par la deltorphine II, des niveaux de 
phosphorylation des ERK1/2 ont été détectés, avec une cinétique d’activation semblable 
à celle décrite dans la littérature (Trapaidze et al., 2000). De façon similaire, l’activation 
du récepteur mu par l’agoniste sélectif DAMGO a mené à une augmentation de la 
phosphorylation des ERK1/2, avec une cinétique encore une fois relativement 
similaire à celle décrite dans la littérature (Trapaidze et al., 2000). L’analyse 
densitométrique par ImageJ montre que la cinétique d’activation des ERK1/2 est 
semblable entre les constructions FMA et FM, ainsi qu’entre les constructions FDA et 
FD. 
4.1.3 Fonctionnalité   d’APEX2 
La fonctionnalité apparente des récepteurs à engager la voie des MAPK n’étant 




expériences de biotinylation, suivi d’une analyse SDS-PAGE et d’une révélation par 
un anticorps streptavidine-HRP (Figures 6 et 7). Dans les deux figures, une grande 
partie de la biotinylation observée est attribuée à la présence d’APEX2, comme 
l’indique la biotinylation beaucoup plus faible lors de l’omission du peroxyde 
d’hydrogène (Figure 6), et celle de la biotine-phénol (Figure 7). Dans les deux figures, 
nous pouvons remarquer que les conditions  où APEX 2 est non-fonctionnel (en absence 
de peroxyde ou de biotine-phénol) présentent tout de même des patrons de 
biotinylation. Ceci est dû à la présence de plusieurs protéines biotinylées endogènes 
dans les HEK293 et est bien documenté dans la littérature (Jia et al., 2011). 
Lorsque combinés, ces résultats appuient la pertinence de l’utilisation des 
constructions FlagMOP-APEX2 et FlagDOP-APEX2 dans la réalisation de mes 
travaux de maîtrise. En effet, l’expression des récepteurs mu et delta est maintenue suite 
au clonage en C-terminal d’APEX2 (Figure 2). De plus, les récepteurs des constructions 
FDA et FMA sont tous deux capables de recruter la voie des MAPK, comme le montrent 
les essais de cinétique de phosphorylation des ERK1/2, et sont bien adressés à la 
membrane lorsque l’on considère que les tests d’activation des MAPK ont été réalisés 
avec des agonistes peptidergiques ne traversant pas la membrane plasmique des 
cellules. Finalement, APEX2, dans mes constructions, est fonctionnel et a été montré 
comme étant capable de biotinyler de façon spécifique les protéines endogènes dans 
les cellules, et que notre méthode permettait l’enrichissement, la visualisation et 
l’éventuelle analyse par spectrométrie de masse des protéines ainsi étiquetées. 
4.1.4 Détection de nouveaux partenaires d’interactions potentiels de 
DOP et MOP par la méthode APEX2 
Afin d’identifier des partenaires protéiques potentiels du DOP et MOP, avons 
réalisé une expérience de biotinylation par APEX2 dans des cellules HEK293 
transfectées avec Flag DOP-APEX2 ou Flag MOP-APEX2 stimulées ou non par un 
agoniste sélectif approprié (Deltorphine II ou DAMGO) (Tableau 3, Figure 9). Les 
expériences de biotinylation ont également été réalisées dans des cellules NG108-15 
transfectées de façon transitoire avec les mêmes constructions ainsi que dans des 
cellules exprimant MOP ou DOP de façon stable. Dû à un bruit de fond plus marqué 




15, ainsi qu’aux contraintes de temps, l’analyse subséquente a seulement été faite avec 
les résultats obtenus des expériences réalisées dans les cellules HEK293. Pour cette 
raison, seuls ces résultats seront abordés dans le cadre de mon mémoire. Au total, 2313 
protéines différentes ont été identifiées à travers les 4 conditions (FDA, FDA stimulé, 
FMA, FMA stimulé) suite au triage des données brutes de spectrométrie de masse. 
4.2 Validation de la technique 
Suite à l’obtention des résultats de spectrométrie de masse, la prochaine étape 
était d’essayer de valider la technique. Comme il est très difficile de valider de façon 
quantitative les résultats, nous avons procédé par une approche multicentrique. Dans un 
premier temps, j’ai voulu me donner une idée de la validité des résultats obtenus en 
comparant l’ensemble des protéines identifiées par APEX2 avec différentes protéines 
bien connues comme interagissant à un moment ou à un autre avec DOP (Tableau 2). 
Le récepteur delta a été choisi puisqu’il est celui auquel le laboratoire s’intéresse le plus, 
et que de cette façon je pouvais comparer les protéines obtenues avec celles obtenues 
dans d’autres publications récentes du laboratoire, comme celle d’Étienne St-Louis (St-
Louis et al., 2017) et Jade Degrandmaison (Degrandmaison et al., 2020). Les autres 
études citées sont des publications dans lesquelles différentes approches ont été utilisées 
afin d’identifier des partenaires protéiques du récepteur DOP. Il est particulièrement 
intéressant de noter que plusieurs des protéines identifiées dans mon expérience ont 
également été identifiées par Jade, dans un modèle animal avec des niveaux 
d’expression physiologique du DOP (souris FLAG-DOP knockin). La confirmation de 
la présence de certaines protéines partenaires du DOP dans les protéines identifiées 
par APEX2 suggère la fonctionnalité de la méthode et une certaine spécificité de celle-
ci. Pour appuyer cette observation, j’ai comparé les protéines obtenues avec deux 
banques de données disponibles en ligne, soit les banques de données Bioplex et 
BioGRID. Bioplex est une banque de données regroupant l’ensemble de ces protéines 
identifiées par purification par affinité combinée à la spectrométrie de masse de toutes 
les protéines humaines accessibles. BioGRID est pour sa part une banque de données 
qui ratisse la littérature afin d’identifier les partenaires protéiques préalablement 
identifiées dans des publications afin de monter l’interactome d’un grand nombre de 




obtenues avec BioGRID, et 70% de couverture des partenaires Bioplex, alors qu’on 
obtient une couverture de 74% des protéines partenaires identifiées par BioGRID pour 
DOP. Il est important de se rappeler que la technique APEX2 permet une identification 
de type « capture d’image », c’est-à-dire que la biotinylation se fait seulement lors de 
l’ajout de peroxyde d’hydrogène (1min). Ceci mène à la biotinylation des protéines 
adjacentes à la protéine de fusion en question qui interagissent pendant cette minute 
d’activité d’APEX2. Ceci est contrasté par l’aspect plus statique des partenaires 
identifiés par co-immunoprécipitation (Bioplex). De plus, il est important de noter que 
le type cellulaire dans lequel les expériences menant à l’identification de partenaires 
protéiques est crucial et peut mener à des différences notables d’interactome pour une 
même protéine. En ce sens, il est normal que la couverture protéique entre les protéines 
détectées dans mon expérience et celles identifiées par les banques de données ne soit 
pas identiques. L’absence d’interactome du DOP identifié par Bioplex est simplement 
dû au fait que DOP n’a pas encore été immunopécipité et analysé par celle-ci au moment 
de la rédaction de mon mémoire. 
4.3 Confirmation des partenaires d’interaction COPβ1/ COPβ2 par co- 
imunoprécipitation 
Une des grandes questions de recherche du laboratoire est l’élucidation des 
différences au niveau du contrôle et du transport intracellulaire entre le DOP et le MOP, 
notamment suite à leur stimulation par un agoniste. Nous avons donc voulu trier les 
résultats de spectrométrie de masse obtenus afin de nous aider dans l’identification de 
partenaires protéiques potentiellement impliqués dans le transport et le contrôle 
intracellulaire des récepteurs mu et delta. Pour ce faire, nous avons fait le ratio des 
intensités LFQ de la condition stimulée sur celle non stimulée. Ce ratio permet de faire 
ressortir les protéines en fonction de leurs abondances relatives et des différences dans 
leur niveau d’abondance suite à la stimulation des récepteurs. Seules les protéines 
ayant obtenues un ratio d’intensité supérieur ou égale à 1.5, ou inférieur ou égal à 0.5 
ont été retenues, ce qui nous a permis de grandement réduire le nombre de protéines à 
analyser (de 2313 protéines à 491). Le rôle des protéines ayant été retenues a ensuite 
été identifié à l’aide de banques de données comme UNIPROT, nous permettant ainsi 
de trier les protéines en fonctions de leur implication dans différents processus 




dans le trafic des récepteurs MOP et DOP ont été retenues. Au final, 55 protéines ont été 
retenues. 
Des 55 protéines retenues, il est intéressant de noter que plusieurs COP ont été détectées, 
dont les complexes protéiques COPI et COPII. Ces protéines sont formées de plusieurs sous-
unités et tapissent les vésicules de transport de plusieurs protéines. COPI est principalement 
impliqué dans le transport rétrograde des protéines de la partie cis de l’appareil de Golgi vers 
le réticulum endoplasmique (Béthune et al., 2006). COPII, pour sa part, est impliqué dans le 
transport antérograde des vésicules de transport, soit le transport des vésicules vers la surface 
cellulaire. COPI est particulièrement intéressant puisque le laboratoire a montré par le passé 
que ce complexe protéique interagit avec DOP, expliquant en partie la rétention de celui-ci 
dans le réticulum endoplasmique (St-Louis et al., 2017). Il est important de souligner que 
mes résultats décrivent seulement un n=1 et n’ont donc pas été soumis à une analyse 
statistique. Il sera donc important de répéter l’expérience jusqu’à l’obtention d’un N=3 afin 
de pouvoir en tirer des analyses statistiques significatives. Bien que mes résultats de 
spectrométrie de masse ne soient issus que d’une seule expérience, ceux-ci reflètent une 
diminution d’intensité LFQ de la sous-unité β1 du complexe protéique COPI suite à la 
stimulation de DOP, ce qui pourrait se traduire par une perte d’interaction entre COPI et 
DOP. Afin de corroborer mes résultats de spectrométrie de masse, et suite aux résultats 
précédemment obtenus par Étienne St-Louis, j’ai fait la co-immunoprécipitation des sous-
unités β1 et β2 de COPI avec DOP. Le choix de ces deux sous-unités est dû aux constructions 
déjà détenues dans le laboratoire, et parce qu’elles sont les deux sous-unités les mieux 
caractérisées dans la littérature. Mes résultats de co-IP montrent que les deux sous-unités de 
COPI interagissent avec DOP, indépendamment du temps de stimulation de DOP par la 
deltorphine II (Figures 6 et 7). Cependant, on remarque une perte d’interaction entre DOP et 
la sous-unité β1 de COPI en fonction du temps de stimulation. En effet, l’intensité de la 
bande COPβ1 est maximale lors de l’absence de stimulation, et diminue en fonction du temps 
de stimulation, avec un minimum d’intensité après 30 minutes de stimulation. Il est à noter 
que la vérification de l’expression totale et stable de COPβ1 devrait être effectuée à partir du 
lysat total dans les mêmes conditions expérimentales afin de valider qu’il s’agit 
effectivement d’une modulation dans le temps de l’interaction entre DOP et COPβ1. La 




importante puisque ceci sous-entend que la stimulation par la deltorphine II de DOP pourrait 
augmenter la densité du récepteur à la surface cellulaire, dû à son interaction moindre avec 
COPI, dont le rôle principal est le transport rétrograde des vésicules de transport. Il est 
important par contre de se rappeler que ce résultat est seulement observé avec la sous-unité 
β1 de COPI, et que ce résultat ne reflète pas nécessairement le comportement du complexe 
COPI avec DOP. Parallèlement, le résultat des co-immunoprécipitations ajoute une autre 
dimension à la confirmation de la méthode d’identification protéique par APEX2. 
4.4 Comparaison des résultats de spectrométrie de masse avec ceux des 
professeurs Mark Von Zastrow et Nevan J Krogan 
  Tel que mentionné précédemment, les laboratoires des professeurs Von 
Zastrow et Krogan ont publiés un article en 2017 (Lobingier et al., 2017) dans lequel ils 
décrivent l’utilisation d’APEX2 afin d’identifier certains partenaires protéiques de différents 
RCPGs, dont DOP.  Cependant, il existe certaines différences importantes à mentionner 
lorsque l’on souhaite comparer les résultats obtenus dans leurs expériences aux nôtres. 
Premièrement, puisqu’ils ont produit un triplicata de leurs expériences, ils ont pu utiliser 
SAINT, un algorithme de notation probabiliste, afin d’identifier les partenaires probables du 
DOP. De plus, ils ont utilisé un système de contrôles spatiaux en couplant APEX2 à certaines 
protéines se situant dans des compartiments cellulaires bien définis, tels que 2xFYVE pour 
les endosomes précoces et Lyn11 pour la membrane plasmique. De cette façon, ils ont pu trier 
et éliminer un grand nombre de protéines faisant partie du bruit de fond. Malgré ces 
différences, il est intéressant de noter qu’il existe certaines similarités entre les protéines 
obtenues dans leurs expériences et les miennes. De façon intéressante, ils ont remarqué une 
augmentation du nombre de protéines impliquées dans l’ubiquitination des RCPGs en 
fonction du temps de stimulation, avec un maximum à 30 minutes de stimulation. Dans mes 
expériences, DOP était également stimulé pendant 30 minutes, et un grand nombre de 
protéines impliquées dans l’ubiquitination a également été détecté. En particulier, LAMP1, 
TOM1, VAMP8 et WWP2 ont tous été identifiés avec des ratios d’intensité supérieurs à la 
limite minimale fixée. Ces protéines sont connues comme ayant une fonction dans le tri 
endosomal et la régulation négative de certains autres récepteurs (Cheng et al., 2018; Jung et 
al., 2014; Marshall et al., 2015; Roach et al., 2021). Bien que mes efforts de recherches ne 
se soient pas concentrés sur ces protéines, la comparaison des différentes protéines 




Von Zastrow et Krogan pourrait s’avérer très pertinente afin de valider certains partenaires 
protéiques potentiels, et ainsi guider la recherche sur l’interactome de DOP. 
4.5 Identification du partenaire d’interaction potentiel CNIH4 
Parmi toutes les protéines identifiées, la protéine cornichon homologue humaine 
(CNIH4) nous a semblé particulièrement intéressants dû à sa présence dans les résultats de 
spectrométrie de masse in vivo de Jade Degrandmaison (Degrandmaison et al., 2020) comme 
partenaire du DOP et à son ratio d’interaction grandement augmenté suite à la stimulation de 
DOP (Tableau 3). De plus, CNIH4 a seulement été identifié comme partenaire potentiel dans 
l’expérience de biotinylation APEX2 avec DOP, et non dans celui avec MOP. Très peu 
d’études se sont intéressées à CNIH4, avec une seule étude liante CNIH4 aux RCPGs à 
l’heure actuelle (Sauvageau et al., 2014). CNIH4 est une protéine appartenant à la famille 
des exportateurs de TGFα. Des études antérieures sur la Drosophile ont montré que les 
homologues de cornichon sont des protéines membranaires intégrales qui résident dans les 
vésicules qui bourgeonnent des sites de sortie du réticulum endoplasmique et dirige la 
cargaison sécrétoire vers la surface cellulaire (Bökel   et al., 2006; Castro et al., 2007; 
Sauvageau et al., 2014). CNIH4 interagit sélectivement avec les RCPGs dans les voies de 
sécrétion   précoces, notamment   avec   les   formes   immatures   des   RCPGs, et une 
surexpression de celle-ci a été liée à la rétention intracellulaire des RCPGs avec lesquelles 
CNIH4 interagit (Sauvageau et al., 2014). Par contre, les niveaux basaux d’expression de 
CNIH4 aident au transport antérograde des RCPGs vers la surface cellulaire. Il est intéressant 
de noter qu’une des théories les plus probantes expliquant l’augmentation du transport 
antérograde par CNIH4 serait par son interaction avec les protéines Sec23 et Sec24, deux 
composantes de COPII que j’ai identifié dans mon échantillon DOP, en spectrométrie de 
masse. 
Afin de vérifier l’interaction de CNIH4 avec DOP observée en spectrométrie de 
masse, nous avons réalisé des expériences de co-immunoprécipitation, en précipitant d’abord 
le récepteur (Figure 12), puis en immunoprécipitant CNIH4. Dans les deux cas, nous 
observons une co-immunoprécipation de CNIH4 (figure 12) et du récepteur (Figure 13), 
permettant de confirmer l’interaction entre les deux protéines. Il est important de souligner 
ici un des désavantages de la co-immunoprécipitation, c’est-à-dire l’impossibilité avec ces 




complexe protéique. Au vu de la littérature, il semble plus probable qu’ils interagissent dans 
un complexe protéique avec d’autres protéines du manteau COPI et COPII (Sauvageau et al., 
2014). De façon intéressante, dans les résultats de spectrométrie de masse, le ratio 
d’augmentation de la détection entre la condition non-stimulée et celle stimulée est très 
élevée (75,35), ce qui suggère une augmentation de l’interaction de CNIH4 avec DOP lors 
de la stimulation de celui-ci par la deltorphine II. Par contre, dans les expériences de co-IP, 
nous n’observons pas cette augmentation de l’interaction. Au contraire, dans la figure où 
CNIH4 a été immunoprécipitée (Figure 13), il semble y avoir une diminution de l’interaction 
entre les deux. Il est important de se rappeler que cette expérience a été réalisée avec des 
concentrations très élevées de protéines dû à la transfection transitoire. De plus, tel que 
rapportée par la littérature, une surexpression de CNIH4 pourrait diminuer l’expression de 
DOP à la membrane, limitant ainsi sa capacité à être stimulé par la deltorphine II, un agoniste 
peptidergique. Pour pallier à cette limitation, des lignées cellulaires stables exprimant 
FlagDOP et CNIH4 pourraient être réalisées. Par contre, des niveaux physiologiques de 
CNIH4 tels qu’exprimés par ces lignées stables pourraient présenter un nouveau défi soit la 
visualisation de CNIH4 sur blot. Une répétition des expériences de biotinylation par APEX2 
afin d’obtenir un N plus élevé   pourrait présenter la meilleure   approche permettant 
de déterminer si l’interaction entre ces deux protéines est bel et bien augmentée suite à 
la stimulation de DOP. 
Le transport antérograde du DOP, particulièrement en lien avec sa rétention dans le 
réticulum endoplasmique, reste à ce jour un sujet sommes toutes mal compris. Mes résultats, 
combinés aux études suggérant un rôle de CNIH4 dansla régulation du transport antérograde 
de certains RCPGs, soulignent l’importance de recherches plus approfondies sur la 
mécanique et la cinétique d’interaction entre ces deux protéines (Petäjä-Repo et al., 2000). 
La caractérisation du rôle de CNIH4 dans le transport antérograde du DOP pourrait nous 
permettre d’expliquer en partie les différences d’expression à la membrane entre MOP et 
DOP, ou encore offrir une nouvelle cible thérapeutique à exploiter. Une approche ciblant 
CNIH4 pourrait permettre une augmentation du transport antérograde du DOP, augmentant 
ainsi sa disponibilité à la surface cellulaire pour un ligand thérapeutique. Comme la faible 
disponibilité en condition basal du DOP à la surface cellulaire reste une des plus grandes 




surmonter cet obstacle. 
5 Conclusions et perspectives 
Bien que faisant tous deux parties de la famille des récepteurs aux opioïdes, DOP et 
MOP ont chacun des caractéristiques bien particulières, notamment au niveau de leur trafic 
intracellulaire. Sous-jacentes à ces différences sont toute une panoplie de protéines 
interagissant avec ces récepteurs et permettant leur bon repliement, transport et signalisation. 
La caractérisation de ces protéines d’interactions est donc cruciale afin de pouvoir bien 
définir et comprendre les mécanismes d’actions et le comportement de DOP et MOP. 
Cependant, les techniques courantes de caractérisation des partenaires protéiques sont 
souvent limitées dans leur capacité à identifier les partenaires, particulièrement les 
partenaires d’interaction transitoires et de faible intensité. Mes travaux de maîtrise ont donc 
visé à mettre en place une approche permettant l’identification de partenaires protéiques 
fugaces. Dans un premier temps j’ai cloné l’enzyme APEX2 en C-terminal des constructions 
Flag-DOP et Flag-MOP, puis les ai caractérisés. J’ai montré que les constructions Flag-MOP 
APEX2 et Flag-DOP APEX2 étaient toutes les deux bien exprimées dans des cellules 
HEK293, et que l’activité des récepteurs était conservée. J’ai montré qu’APEX2 pouvait 
biotinyler les protéines à proximité des deux récepteurs, et ce, de façon spécifique à la 
présence de biotine-phénol et de peroxyde d’hydrogène. J’ai ensuite utilisé APEX2 afin de 
biotinyler, puis identifier par spectrométrie de masse une liste de protéines impliquées dans 
le trafic intracellulaire des récepteurs mu et delta opioïdes. De cette liste, j’ai choisi COPI, 
un complexe protéique sur lequel un ancien étudiant du laboratoire s’est intéressé auparavant, 
afin de valider la technique par co-immunoprécipitation. J’ai montré que les sous-unités 
COPβ1 et COPβ2 interagissaient avec DOP tel que souligné par les résultats de spectrométrie 
de masse, et que la stimulation du DOP semblait diminuer l’interaction de celui-ci avec 
COPβ1. Je me suis ensuite penché sur l’analyse de CNIH4, une protéine peu étudiée qui 
semble impliquée dans la maturation et l’exportation membranaire de plusieurs RCPGs. 
Enfin, j’ai confirmé l’interaction entre CNIH4 et DOP par co-immunoprécipitation. Au 
final,j’ai montré qu’APEX2 pouvait être utilisée afin d’identifier des partenaires protéiques 
des récepteurs DOP (déjà montré dans la littérature) et MOP (n’a jamais été employé à cet 
effet à ma connaissance. J’ai ensuite utilisé cette technique afin d’identifier CNIH4 comme 




le transport du récepteur delta opioïde à la surface cellulaire. 
Mon projet de maîtrise était un projet exploratoire, avec un grand potentiel pour le 
développement de nouvelles avenues de recherche dans le laboratoire. Il n’est donc pas 
surprenant qu’il ouvre la porte à plusieurs perspectives. Dans un premier temps, bien que 
nous ayons confirmé que CNIH4 interagit avec DOP, le rôle de cette interaction et son effet 
sur le trafic du DOP reste encore à élucider. Des études d’inhibition de CNIH4 par 
invalidation génétique (à l’aide de siRNA) et de surexpression (par transfection transitoire) 
devront être faites afin d’explorer plus en détail cette interaction potentiellement très 
importante. De plus, des études visant à interroger la cinétique de l’interaction entre CNIH4 
et DOP devront être réalisées, par exemple en utilisation la technique de BRET. Les sondes 
BRET permettant d’étudier cette interaction existent déjà (Sauvageau et al., 2014) , ce qui 
facilite grandement la faisabilité de cette expérience puisque le développement et la 
validation de sondes BRET pour étudier une interaction donnée peut souvent représenter un 
défi en soi. Le laboratoire possède déjà les constructions DOP et MOP couplées à la 
luciférase et/ou GFP et le laboratoire du professeur Michel Bouvier possède également 
certaines constructions utiles à la réalisation de ce BRET et une collaboration avec eux est 
déjà en cours. Ensuite, bien que nous ayons choisi de trier les protéines identifiées par 
spectrométrie de masse en fonction du rôle attribué par la littérature à celles-ci, et que nous 
ayons ensuite choisi celles impliquées dans le trafic intracellulaire, plusieurs autres protéines 
ayant des interactions potentiellement très importantes dans la régulation et l’activité des 
récepteurs mu et delta opioïde pourraient être le sujet d’études plus approfondies. Dans le 
même ordre d’idées, nous avons choisi CNIH4 puisque cette protéine a fait le sujet d’une 
étude montrant qu’elle interagit avec plusieurs autres RCPGs, dont certains de la famille « 
rhodopsin-like », et que les constructions étaient disponibles dans le laboratoire de Michel 
Bouvier. Bien que préliminaires, mes résultats sur l’interaction entre DOP et CNIH4 sont 
prometteurs et justifient une recherche plus approfondie sur le rôle de CNIH4 dans la 
régulation potentielle du DOP et son mécanisme d’action. De telles études sont déjà en cours, 
avec notamment Sarah Morissette, une future étudiante à la maîtrise dans le laboratoire 
Un des objectifs de mon projet était d’identifier les différences de partenaires 




récepteurs MOP et DOP. La prémisse de cette hypothèse vient du nombre grandissant 
d’évidences suggérant qu’il existe un hétérodimère MOP-DOP, ainsi que la capacité de DOP 
et MOP à oligomériser (Massotte, 2015; Milan-Lobo & Whistler, 2011; Rozenfeld & Devi, 
2007). Cet objectif n’a malheureusement pas encore été exploré dans le cadre de mon projet. 
Néanmoins, les outils sont maintenant tous disponibles dans le laboratoire et donc la 
caractérisation des changements dans les interactions protéiques lors de la co-expression du 
MOP et du DOP pourra être réalisée. Pour ce faire, il suffira de co-transfecter FMA avec 
Flag-DOP ou FDA avec Flag-MOP, puis de stimuler l’un ou l’autre des deux récepteurs 
avant d’activer APEX2 par l’ajout de H2O2. Pour établir l’interactome protéique déclenché 
par un ligand de MOP ou DOP, nous appliquerons ensuite une stratégie protéomique 
quantitative utilisant la méthode SILAC. Cette technique permet de mesurer les interactions 
dynamiques entre différentes conditions et la comparaison avec des témoins négatifs pour 
discriminer les contaminants. L’avantage majeur de cette méthode est que les différents 
échantillons avant et après activation sont mélangés avant la lyse cellulaire et la purification, 
prévenant ainsi les erreurs résultant de la procédure expérimentale.  Cette caractérisation 
pourrait être très intéressante puisqu’il est bien connu dans la littérature que le MOP et le 
DOP peuvent entrainer des effets l’un sur l’autre, notamment lors de la stimulation de ceux-
ci. De plus, certaines études ont montré que l’hétérodimère   MOP-DOP était une entité à 
part entière, avec   sa propre   régulation et signalisation, faisant de ce complexe une cible 
particulièrement intéressante à étudier. 
De façon intéressante, un très grand nombre de protéines identifiées sont 
impliquées dans la machinerie d’ubiquitination. Un des grands problèmes du DOP est 
que, contrairement au mu, une grande proportion de ceux-ci est   redirigée   vers la voix 
de dégradation intracellulaire et non pas vers les voies de recyclage (Cahill et al., 2016). 
Sachant cela, les partenaires protéiques impliquées dans le triage intracellulaire, la 
dégradation et le recyclage d’autres RCPGs qui ont été identifiés pourraient eux aussi faire 
le sujet d’études subséquentes, particulièrement lorsqu’ils sont seulement détectés lorsque 
DOP est transfecté, et non lorsque MOP l’est. Par exemple RING-Box Protein 1 (RBX1) a 
été seulement détecté dans l’échantillon DOP, avec un ratio d’augmentation de plus de 20x 
suite à la stimulation pendant 30 minutes. De plus, plusieurs études ont lié l’interaction de 




2020; Xie et al., 2020). Comme mentionné dans la discussion, les résultats de spectrométrie 
de masse abordés dans mon mémoire sont issus d’une seule expérience. Il sera alors très 
important de répéter l’expérience au moins deux autres fois afin de pouvoir en tirer une 
analyse statistique. 
 En perspective, APEX2 possède un très grand potentiel de marquage moléculaire. 
Cette caractéristique est précisément ce qui rend la technique d’étiquetage par APEX2 si 
intéressante pour capturer les protéomes d’organites, ou l’interactome de différentes 
protéines. Par contre, ce grand potentiel présente également le défi de rendre très difficile la 
résolution spatiale des protéines identifiées. En effet, comme illustre le schéma 2 de mon 
mémoire, la biotinylation APEX2 crée énormément de bruit de fond. Pour contrer cela, une 
approche particulièrement intéressante est l’utilisation de contrôles spatiaux permettant la 
comparaison des protéomes identifiées avec ceux des contrôles. Cette approche a d’ailleurs 
déjà été utilisée avec succès afin de déconvoluer les résultats de spectrométrie de masse, 
notamment par le groupe de Von Zastrow et Krogan (Lobingier et al., 2017). Il serait très 
intéressant d’utiliser certains de ces contrôles afin de permettre de diminuer le bruit de fond 
des analyses de spectrométrie de masse. L’utilisation de contrôles spatiaux ouvrirait la porte 
vers une analyse différentielle des différents partenaires d’interactions de MOP et DOP lors 
de leur adressage dans différents compartiments intracellulaires. Ce type d’approche 
permettrait de mieux cerner à quel endroit une interaction donnée se produit, une 
caractéristique importante lors de l’interrogation du parcours et de la signalisation de MOP 
et DOP. 
 Finalement, mes travaux de maîtrise auront pavé la voie pour l’exploration du rôle 
de la protéine CNIH4 dans la régulation de l’exportation du récepteur delta opioïde, en plus 
de fournir au laboratoire un outil puissant de détection et identification protéique, un outil 
particulièrement efficace lorsqu’il est couplé aux autres méthodes d’identification protéique 
déjà présentes dans le laboratoire, comme les modèles in vivo et les immunoprécipitations. 
Il est important de se rappeler du contexte dans lequel s’inscrit mon projet de maîtrise et la 
recherche du laboratoire en général. Il existe un réel problème sociétal à l’heure actuelle sur 
la prise d’opioïdes, un problème sans solution évidente puisque les opioïdes restent à ce jour 
les analgésiques les plus efficaces contre les douleurs modérées à sévères. Une des seules 




de nouvelles molécules analgésiques avec des profils d’effets secondaires plus avantageux. 
Ultimement, notre compréhension grandissante des récepteurs aux opioïdes est une victoire 
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Tableau 4 : Liste d’anticorps utilisés au cours de ma maîtrise. Tableau résumant les anticorps utilisés durant 
ma maîtrise lors des essais d’immunobuvardage, d’immunoprécipitation, de biotinylation et de cinétique 
d’activation des MAPK.   Les anticorps fonctionnent tous dans une solution de TBS-T 0.1% avec du lait 5% ou 
une solution de TBS-T 0,1% BSA 3%. 
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